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RESUMO

DUARTE, Andreza Freitas de Souza. Caracterizagao da SAM 4244, um peptideo bioativo
com potencial aplicagdo como um biopreservativo de alimentos. Rio de Janeiro, 2010.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Neste estudo, 47 estirpes de Staphylococcus spp., isoladas de gado com mastite de diferentes
rebanhos da regido sudeste do Brasil, foram analisadas quanto a producédo de substancia
antimicrobiana (SAM). Seis estirpes apresentaram atividade significativa contra a estirpe
indicadora Corynebacterium fimi NCTC 7547. PCR e hibridizagdo DNA/DNA revelaram que as
estirpes 4059 e 4231 produzem SAM idénticas ou similares a aureocina A70, enquanto que as
demais SAM parecem ser diferentes das nove estafilococcinas ja caracterizadas. A SAM 4244
foi a que se mostrou mais promissora, sendo capaz de inibir estirpes de diferentes géneros,
incluindo microrganismos deteriorantes de alimentos, patégenos alimentares, Streptococcus
spp. isolados de mastite bovina e Enterococcus spp. resistentes a vancomicina. Através da
analise da sequéncia de rDNA 16S, a estirpe 4244 foi identificada como S. hyicus. A SAM 4244
foi parcialmente sensivel as enzimas pronase E e proteinase K, indicando que esta substancia
tem carater proteico. A producdo da SAM 4244 se inicia no comego da fase exponencial de
crescimento, atingindo seu maximo em 8 h de cultivo nos meios BHI e M17. A cinética de agao
desta SAM concentrada através de precipitacdo com sulfato de aménio foi bacteriostatica contra
Listeria monocytogenes ATCC 19117. Através da SDS-PAGE, a massa molecular da SAM 4244
foi estimada em menor do que 20 kDa. Esta SAM apresenta caracteristicas vantajosas a sua
aplicagdo em alimentos, como alta termoestabilidade e atividade em ampla faixa de pH. A SAM
4244 se manteve estavel por pelo menos seis meses quando armazenada a 4°C e por pelo
menos 18 meses, quando mantida a -20°C. Quando aplicada em leite UHT, esta SAM foi capaz
de inibir eficientemente o crescimento de L. monocytogenes ATCC 19117 e Staphylococcus
aureus A70 Bac. A SAM 4244 apresenta, portanto, potencial aplicagdo como um

biopreservativo de alimentos.

Palavras Chaves: Bacteriocinas, Biopreservativo de Alimentos, Staphylococcus, Peptideos

Antimicrobianos
Vi



ABSTRACT

DUARTE, Andreza Freitas de Souza. Characterization of AMS 4244, a bioactive peptide with
potential application as food biopreservative. Rio de Janeiro, 2010. Dissertation (Master

Science) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro 2010.

In this study, 47 Staphylococcus spp. strains, isolated from cattle with bovine mastitis in different
Brazilian dairy herds, located in the southeast region of the country, were tested for antimicrobial
substance (AMS) production. Six strains exhibited significant antagonistic activity against the
indicator strain Corynebacterium fimi NCTC 7547. PCR and DNA/DNA hybridization analyses
showed that strains 4059 and 4231 produced AMS identical or similar to aureocin A70, while the
others seem to be different from all nine staphylococcins already characterized. AMS 4244 was
the most promising, being able to inhibit strains of different genera, including food spoilage
microorganisms, food-borne pathogens, Streptococcus spp. isolated from bovine mastitis and
vancomycin-resistant enterococci. By DNA sequence of 16S rDNA, strain 4244 was identified as
S. hyicus. AMS 4244 was partially sensitive to pronase E and proteinase K, indicating that this
substance has a proteinaceus nature. The production of AMS 4244 begins in the early
exponential growth phase, reaching its maximum at 8 h of cultivation in BHI and M17. The
kinetics of action of this AMS concentrated by ammonium sulfate precipitation was bacteriostatic
against Listeria monocytogenes ATCC 19117. By SDS-PAGE, the molecular mass of AMS 4244
was estimated to be < 20 kDa. This AMS presents advantageous characteristics for application
in foods such as high thermostability and activity in a wide pH range. AMS 4244 remained stable
for at least six months when stored at 4° C and for at least 18 months, when kept at -20°C. When
apply to UHT milk AMS 4244 could efficiently inhibit the growth of L. monocytogenes ATCC
19117 and Staphylococcus aureus A70 Bac. SAM 4244 has, therefore, a potential application

as food biopreservative.

Key-words: Bacteriocins, Food Biopreservative, Staphylococcus, Antimicrobial Peptides
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1. INTRODUGAO

A contaminacgao dos alimentos é responsavel por grandes perdas econémicas para
as industrias de alimentos. Além disso, a ingestdo de alimentos contaminados por
patdégenos pode causar diversos tipos de infecgdes e intoxicagdes alimentares
(CLEVELAND et al., 2001; CDC, 2009).

Listeria monocytogenes € um importante patdégeno alimentar, sendo responsavel por
uma alta taxa de mortalidade. O Staphylococcus aureus é outro patégeno relevante
veiculado por alimentos. Ambos estdo envolvidos em inumeros surtos alimentares em
diversos paises, inclusive em paises desenvolvidos, como os EUA. A veiculagdo desses
patégenos por alimentos tem se tornado ainda mais preocupante devido ao elevado numero
de estirpes apresentando um perfil de multirresisténcia a drogas, inclusive aos ultimos
antimicrobianos empregados no tratamento de doengas, como a vancomicina
(SWAMINATHAN & GERNER-SMIDT, 2007; SERGELIDIS & ABRAHIM, 2009; JAGLIC et
al., in press).

Mesmo com tantos avangos tecnoldgicos, ainda hoje existe um grande debate
acerca dos métodos mais adequados para a preservacao de alimentos. Além da seguranca
e da necessidade de se prolongar a vida de prateleira dos alimentos, tem-se verificado
ultimamente, por parte dos consumidores, uma grande demanda por alimentos mais
naturais, minimamente processados e sem aditivos quimicos (GALVEZ et al., 2008).

Diante desta necessidade de um método alternativo que seja natural, seguro e eficaz
para a preservagcdo de alimentos, as bacteriocinas surgem como um potencial
biopreservativo a ser empregado na industria de alimentos. Bacteriocinas sao peptideos
bioativos que tém a capacidade de matar ou inibir o crescimento de estirpes de uma mesma
espécie ou de espécies evolutivamente relacionadas a bactéria produtora (DEEGAN et al.,
2006; BASTOS et al., 2009).

As bacteriocinas sdo consumidas ha muitos anos devido a sua produg¢ao durante a
fermentacdo de alimentos, como queijos, iogurtes e bebidas. Por esta razdo, essas
bacteriocinas podem ser consideradas ingredientes naturais de alimentos. Os diversos
estudos realizados nos Uultimos anos mostram que a aplicacdo de bacteriocinas na
preservacdo de alimentos pode trazer muitos beneficios, tanto para a industria alimenticia
como para os consumidores (COTTER, HILL & ROSS, 2005; GALVEZ et al., 2007).

Atualmente, duas bacteriocinas sdo amplamente empregadas como biopreservativos
de alimentos: a nisina, que é comercializada com o nome de Nisaplin®, sendo aplicada em
queijos, produtos enlatados e carneos em diversos paises, e a pediocina PA-1, que é
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comercializada como ALTA™ 2431 e é empregada para estender a vida de prateleira de
uma série de alimentos, especialmente produtos carneos prontos para consumo,
apresentando alta atividade contra L. monocytogenes (RODRIGUEZ, MARTINEZ & KOK,
2002; COTTER, HILL & ROSS, 2005).

No Laboratério de Genética Molecular do Instituto de Microbiologia Professor Paulo
de Godes, as pesquisas por novas bacteriocinas com potencial aplicagao biotecnoldgica se
iniciaram em 1990. Desde entéo, foram identificadas algumas bacteriocinas com potencial
aplicagédo, tanto como biopreservativos de alimentos quanto como antimicrobianos de
aplicagao clinica, como as aureocinas A70 e A53, produzidas por S. aureus. Contudo, até o
momento, ainda ndo havia sido avaliada a atividade de nossas bacteriocinas diretamente
em uma matriz alimentar (BASTOS et al., 2009).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 LEITE

Segundo a Instrucdo Normativa 51 (IN 51) de 18 de setembro de 2002, do
Departamento de Inspeg¢do de Produtos de Origem Animal (DIPOA), entende-se por leite,
sem outra especificagao, o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condigdes
de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de outros animais
deve denominar-se segundo a espécie de que proceda (BRASIL, 2002).

O leite é considerado o mais nobre dos alimentos. Ele é de grande importancia na
alimentacdo humana devido ao seu elevado valor nutritivo, sendo fonte de proteinas,
lipideos, carboidratos, sais minerais e vitaminas. O leite traz beneficios ndo somente as
criangas, mas também para adultos e idosos. A ingestado diaria deste alimento é importante
na prevenc¢ao de algumas doengas, como obesidade, hipertensdo, diabetes e osteoporose.
A Tabela 1 mostra as concentracdes de alguns dos principais componentes do leite e seus
respectivos beneficios a saude. Contudo, como a composicido do leite tem uma natureza
dindmica, pode variar de acordo com o estagio de lactagéo, idade, raga, nutricdo e as
condigbes de saude do animal (McCARRON & HEANEY, 2004; HAUG, HOSTMARK &
HARSTAD, 2007; EBRINGER, FERENCIK & KRAJCOVIC, 2008).

Tabela 1 — Os principais componentes do leite e seus respectivos beneficios

Componentes do leite Concentra?ao Beneficios a saude
em 1l de leite
Lactose 53¢ Produtos da lactosilagao
Gorduras 3349 Energia
Proteinas 329 Aminoacidos essenciais, proteinas
bioativas, aumenta biodisponibilidade
Acidos graxos saturados 1949 Aumenta HDL, reduz LDL, inibicao de
bactérias e virus
Célcio 1,19 Ossos, dentes, presséo sanguinea,
controle de peso
Acido Linoleico 1,2 Omega 6
Magnésio 100 mg Para idosos, tratamento de asma
Zinco 4 mg Sistema imune
Vitamina E 0,6 mg Antioxidante
Vitamina A 280 pg Visao, diferenciagéo celular
Selénio 37 ug Cancer, alergia

HAUG, HISTMARK & HARSTAD, 2007.
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O leite esta entre os seis produtos mais importantes da agropecuaria brasileira,
ficando a frente de produtos tradicionais como o café beneficiado e o arroz. O agronegdcio
de leite e derivados desempenha um papel relevante no suprimento de alimentos e na
geragao de empregos e renda para a populagdo (EMBRAPA, 2003).

Atualmente, o Brasil possui uma posicdo de destaque no cenario mundial de
producao de leite, ocupando o sexto lugar no “ranking” mundial (Tabela 2). Contudo, a
produtividade do rebanho leiteiro brasileiro é relativamente baixa quando comparada a de
outros paises. Esta baixa produtividade é decorrente de problemas no inicio da cadeia
produtiva do leite, visto que varios fatores podem afetar a baixa producdo de animais em
lactacdo, como o manejo inadequado, a nutricdo deficiente, a pouca ou nenhuma selegcéo

genética e o baixo controle de sanidade animal (EMBRAPA, 2009).

Tabela 2 - Classificagdo mundial dos principais produtores de leite em 2007

Posicido Producgéo de Produtividade

Mundial Pais leite (mil t) (ton/cabeca)
1° EUA 84.189 9,22
2° india 42.140 1,11
3° China 32.820 3,11
4° Russia 31.950 3,4
5° Alemanha 27.900 6,92
6° Brasil 26.134 1,24
7° Franca 23.705 6,24
8° Nova Zelandia 15.841 3,82
9° Reino Unido 14.450 7,19

EMBRAPA (2009).

O leite, ao ser sintetizado e secretado nos alvéolos da glandula mamaria, é estéril,
mas ao ser retirado pode ser contaminado com a microbiota anfibiéntica originaria da
superficie das tetas e do Ubere do animal. Além disso, o leite pode sofrer contaminagao
devido a praticas inadequadas de manejo na ordenha, higienizacdo deficiente de
equipamentos em sala de ordenha, armazenamento e conservagdo inadequados e
higienizagao deficiente de equipamentos de beneficiamento. Deve-se considerar também as
inUmeras fontes de contaminacao provenientes de todo o ambiente da fazenda (BRITO;
BRITO, 2001; LeJEUNE; RAJALA-SCHULTZ, 2009).

A grande disponibilidade de nutrientes no leite, a sua alta atividade de agua e o seu

pH (préximo da neutralidade) tornam o leite um meio extremamente favoravel ao
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crescimento microbiano. Esta contaminagéo pode atingir numeros na ordem de milhdes de
bactérias por ml, podendo incluir tanto microrganismos patogénicos como deteriorantes. A
contaminagao microbiana prejudica a qualidade do leite, interfere na industrializagao, reduz
o tempo de prateleira do leite fluido e derivados lacteos e pode colocar em risco a saude do
consumidor (BRITO & BRITO, 2001; ARCURI et al., 2006).

O ambiente da fazenda de gado leiteiro € um importante reservatério para diversos
patégenos alimentares. Alguns trabalhos relatam a frequéncia de contaminacdo do leite
ainda na fazenda por patégenos, como Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7,
Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, L. monocytogenes e S. aureus (OLIVER,
JAYARAO & ALMEIDA, 2005; LeJEUNE & RAJALA-SCHULTZ, 2009).

A ingestdo de leite e de derivados lacteos contaminados por patdgenos pode
provocar intoxicagcdes e/ou infeccoes alimentares. Nos EUA, somente em 2007, foram
confirmados 147 casos veiculados por C. jejuni e Campylobacter spp., 13 casos por
Salmonella spp. e cinco por L. monocytogenes (resultando em trés mortes) (CDC, 2007).
Infelizmente, no Brasil, ndo ha dados oficiais sobre esses surtos alimentares, visto que, no
caso de relatos de infecgbes alimentares, o Unico que se obriga de médicos e hospitais é
com relagdo aquelas provocadas pela bactéria Clostridium botulinum, que causa o botulismo
(Portaria n° 1.943 de 18 de outubro de 2001 - ANVISA).

Uma das principais causas que exercem influéncia extremamente prejudicial sobre a
produtividade, a composicdo do leite e o potencial risco a saude dos consumidores é a

mastite bovina.

2.2 MASTITE BOVINA

A mastite bovina é a principal doenga que acomete o gado leiteiro em todo o mundo.
Esta doencga é caracterizada por um processo inflamatério nas glandulas mamarias, tendo
carater geralmente infeccioso. De acordo com a intensidade do processo inflamatédrio, a
mastite pode ser classificada como clinica, subclinica ou crénica, e o seu grau depende da
natureza do agente, da idade, da raga e da saude do animal (RIBEIRO et al.,, 2003;
VIGUIER et al., 2009).

A mastite clinica apresenta sinais evidentes, tais como: edema, aumento de
temperatura, endurecimento, dor na glandula mamaria, grumos, pus e alteragdes
macroscopicas das caracteristicas do leite. Na forma subclinica, os sinais ndo sao
evidentes, ndo havendo sinais visiveis de inflamacdo do Ubere e nao apresentando
alteragdes aparentes das caracteristicas do leite (RIBEIRO et al., 2003). No entanto, este
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tipo de infecgdo pode ser detectado através de cultura bacteriana e de provas indiretas do
leite, onde se verifica 0 aumento tipico na contagem de células somaticas (CCS). A mastite
cronica é a forma mais rara da doenga e resulta em uma inflamagéao persistente da glandula
mamaria (QUINN et al., 2000; BRADLEY, 2002; VIGUIER et al., 2009).

A mastite bovina é considerada a doenga que acarreta os maiores prejuizos
econdmicos a produgdo leiteira, sendo responsavel por uma redugdo temporaria da
quantidade de leite produzida, ou até mesmo pela perda total da capacidade secretora da
glandula mamaria. Calcula-se que um unico quarto infectado durante o periodo de lactacao
possa reduzir a producdo de leite de uma vaca entre 7 e 64% (RIBEIRO et al., 2003;
CARNEIRO et al., 2007).

Esta doenca pode ser causada por agentes fisicos ou quimicos, mas os principais
agentes sdo microbianos, incluindo bactérias, micoplasmas, leveduras, fungos e algas. Ha
também o relato de virus associados a mastite. Ja foram descritas 137 espécies de
microrganismos pertencentes a 35 géneros onde se observa a predominancia de bactérias
dos géneros Staphylococcus e Streptococcus (QUINN et al., 2000; RIBEIRO et al., 2003;
VIGUIER et al., 2009).

Os microrganismos causadores da mastite podem ser classificados em dois grupos,
de acordo com a fonte de infecgao e o modo de transmiss&o: microrganismos contagiosos,
transmitidos principalmente durante a ordenha, e microrganismos ambientais. Os patégenos
contagiosos podem ser considerados organismos adaptados a sobreviverem no corpo do
animal, neste caso, na glandula mamaria, sendo capazes de estabelecer infecgbes
subclinicas. Ja os patégenos ambientais, encontrados no ar, solo, agua e fezes, séo
descritos como sendo invasores oportunistas. No grupo dos patdgenos contagiosos,
encontram-se S. aureus, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus agalactiae,
Mycoplasma spp., Corynebacterium bovis e L. monocytogenes. Ja o segundo grupo inclui a
familia Enterobacteriaceae (principalmente Escherichia coli), Streptococcus uberis, outros
Streptococcus spp., Actinomyces pyogenes, Pseudomonas spp., além de fungos e algas
clorofiladas do género Prototheca spp. (BRADLEY, 2002; RAWOOL et al., 2007; ZHAO &
LACASSE, 2008).

A glandula mamaria é responsavel pela captagdo de nutrientes disponiveis na
circulagdo sanguinea, oriundos da absorcdo via trato gastrintestinal ou de reservas
corporais, para a producao do leite através de células epiteliais presentes nesta glandula. O
canal do teto apresenta algumas barreiras que evitam a entrada de patégenos. No entanto,
uma vez dentro do teto, as bactérias induzem os mecanismos de defesa celular e humoral
do hospedeiro (Figura 1). Se nao for eliminado, esse microrganismo pode ser capaz de
comecar a se multiplicar na glandula mamaria e liberar toxinas, atraindo células do sistema

imune, principalmente neutréfilos. A agao dos neutrdfilos resulta na liberagédo de agentes
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oxidantes e proteases, que, além de atuarem contra a bactéria, destroem algumas células
epiteliais, resultando na reducédo da producio de leite e na liberagdo de enzimas no leite.
Além disso, as células epiteliais mamarias e os leucdcitos mortos sdo secretados no leite,
levando a um aumento da contagem de células somaticas (CCS) no leite (ZHAO &
LACASSE, 2008; VIGUIER et al., 2009).

Células brancas
do sangue

secretoras do leite
Capilar sanguineo

DPA (2007).
Figura 1 - Resposta imunolégica a multiplicagcdo bacteriana no interior do Ubere e a

consequente morte de células epiteliais mamarias.

A CCS no leite é uma ferramenta de grande valor na avaliagdo e estimativa das
perdas quantitativas e qualitativas da produgéo de leite e derivados. O aumento do numero
de células somaticas esta diretamente relacionado a baixa qualidade do leite, havendo
alteragdes no teor dos principais componentes do leite: caseina, lactose, gordura, calcio e
fésforo. Estas alteragdes causam prejuizos tanto para o produtor de leite (devido a reducao
da produgdo e qualidade), quanto para a industria de laticinios (devido a alteragdo nas
propriedades organolépticas e a diminuicdo do rendimento industrial e da qualidade do
produto final) (COSTA, 1998; SCHAELLIBAUM, 2000).

Levando-se em consideracdo que o leite obtido de quartos mamarios de animais
sadios apresenta uma contagem de aproximadamente 50.000 células/ml, um estudo recente
relacionou os custos da mastite com o aumento da CCS, verificando que, em uma produgao
de 8.500 kg de leite por vaca, com contagem inferior a 100.000 células/ml, o custo é de €
53, sendo bastante elevado quando em CCS superiores: € 72, em contagem entre 100.000
e 200.000 células/ml; € 77, entre 200.000 e 250.000 células/ml; € 94, entre 250.000 e
400.000 células/ml e de € 120, para CCS maior do que 400.000 células/ml (HUIJPS, LAM &
HOGEVEEN, 2008).
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Além do custo relativo a redugdao na producdo e qualidade leiteira, deve-se
considerar os custos relativos ao tratamento da mastite, ao descarte de leite apdés o
emprego de antibidticos e a reducao de vida produtiva do gado, além de seu abate precoce
(SEEGERS, FOURICHON & BEAUDEAU, 2003; VIGUIER et al., 2009). Estima-se que 38%
dos custos com doencas na pecuaria sao referentes a tratamentos para a mastite bovina,
que é responsavel por alta mortalidade de gado lactente e a causa mais comum da morte de
gado adulto (KOSSAIBATI & ESSLEMONT, 1997; ESSLEMONT & KOSSAIBATI, 1997;
BRADLEY & GREEN, 2001).

Alguns estudos sugerem que os prejuizos devido a mastite bovina sejam de
aproximadamente US$ 35 bilhdes em todo o mundo. Nos Estados Unidos, os custos podem
chegar a US$ 2 bilhdes por ano. Ja na Inglaterra, o custo ¢ de aproximadamente € 300
milhdes. Estima-se que o prejuizo brasileiro seja ainda maior do que o verificado nos EUA e
na Unidao Européia (RUEGG, 2005; COSTA, 2009; VIGUIER et al., 2009).

A terapia antimicrobiana é a pratica mais empregada para o tratamento da mastite
bovina. Contudo, o uso indiscriminado de antibiéticos - sem a identificacdo do patégeno, de
seu perfil de sensibilidade a antimicrobianos antes do inicio do tratamento e sem prescricao
técnica adequada - tem resultado no aumento da frequéncia de resisténcia antimicrobiana
entre os agentes envolvidos na mastite, dificultando ainda mais o tratamento (BRADLEY,
2002; BARKEMA, SCHUKKEN & ZADOKS, 2006; OCHOA-ZARZOSA et al., 2008).

O emprego extensivo de antibidticos para o tratamento e a prevengdo da mastite
interfere diretamente na qualidade do leite, sendo o maior responsavel pela contaminacgéo
do leite e de seus derivados por residuos de antimicrobianos. A prevencao de residuos de
antibiéticos no leite é essencial para a industria de laticinios, visto que esses residuos
podem inibir o crescimento das culturas lacteas utilizadas na fabricacdo de queijos, iogurtes
e outros produtos, dificultando a obtencdo ou alterando a qualidade final, além de
promoverem a formagao de odores desagradaveis em manteigas e cremes de leite (BRITO
& LANGE, 2005; SAWANT, SORDILLO & JAYARAO, 2005). Contudo, o fator principal para
a exigéncia do uso adequado dos antibi6ticos e o controle de residuos no leite € a garantia
de seguranca alimentar, j4 que essas substancias podem oferecer risco a saude do
consumidor. Esses riscos sao representados por reacbes alérgicas, frequentemente
associadas a penicilinas, e agao carcinogénica. Adicionalmente, pode ocorrer a selegcao de
bactérias resistentes da microbiota anfibidntica e possivelmente a transferéncia dessa
resisténcia a outras bactérias sensiveis (COSTA, 2002; ANDREW et al., 2009).

S. aureus é reconhecido mundialmente como a causa mais frequente de mastite
clinica e subclinica em gado leiteiro. A sua prevaléncia varia de 5 a 50% nos rebanhos de
diferentes paises (AIRES-DE-SOUSA et al., 2007; BARKEMA et al., 2009). No Brasil, relatos

do isolamento de S. aureus de mastite subclinica sdo conhecidos desde o inicio da década
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de 50. Desde entdo, trabalhos realizados nas regides Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-
-Oeste do pais tém mostrado a predominancia de S. aureus sobre os demais agentes da
doencga (RIBEIRO et al., 2003). Este patdogeno € um dos mais dificeis de serem controlados,
pois se dissemina rapidamente no rebanho e, uma vez estabelecido na glandula mamaria do
animal, é de dificil erradicacdo (LAMMERS et al., 2001; BARKEMA et al., 2009). A mastite
causada por este microrganismo pode evoluir para uma infecgdo intramamaria cronica,
resultando em baixa eficiéncia do tratamento antibiético (SAID, ZHU & ZHAO, 2010).

A dificuldade em se erradicar o S. aureus dos casos de mastite bovina esta
relacionada a alguns fatores, como a capacidade desses microrganismos invadirem as
células epiteliais mamarias, a producdo de uma toxina (leucocidina) que rompe as
membranas dos neutrdéfilos, a formagdo de abscessos que os protege dos neutrdfilos, a
habilidade de sobreviverem nos fagocitos, a producdo de biofiime que os protege da
resposta imune e da acdo de antibidticos e a resisténcia a diversos antibiéticos, dentre
outros fatores (BARKEMA, SCHUKKEN & ZADOKS, 2006).

Nos ultimos anos, os S. aureus tém despertado grande atencdo devido a sua
resisténcia a drogas. S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), normalmente isolados de
seres humanos, tém sido isolados de diversos casos de mastite bovina e também de outros
animais. Ao se avaliar o perfil de sensibilidade antimicrobiana dessas estirpes MRSA, tem-
-se verificado que algumas ndo sao apenas resistentes a drogas beta-lactdmicas, mas
também resistentes a outros antibiéticos comumente utilizados no tratamento animal
(TURUTOGLU et al., 2009).

2.3 GENERO Staphylococcus

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae e, segundo Euzéby
(2009a), é composto por 41 espécies e 24 subespécies. Os Staphylococcus spp. séo
bactérias Gram-positivas em forma de cocos, anaerdbias facultativas, catalase-positivas e
possuem um genoma com baixo conteudo de G + C, entre 30 e 39%. A divisdo celular
desses cocos pode ocorrer em varios planos, originando cachos irregulares, sendo esta a
caracteristica que deu nome ao género, que é originado do grego “staphylé”, que significa
cacho de uva (LYON & SKURRAY, 1987; BANNERMAN & PEACOK, 2007).

As bactérias do género Staphylococcus sao amplamente difundidas na natureza,
sendo encontradas principalmente na pele e nas mucosas de mamiferos e passaros,
fazendo parte da microbiota anfibibntica desses animais. Também podem ser encontradas

na boca, nas glandulas mamarias e nos tratos intestinal, génito-urinario e respiratério
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superior. Esses microrganismos geralmente tém relacdo comensal ou simbidntica com o seu
hospedeiro. No entanto, em casos de rompimento do tecido, de baixa imunidade do
hospedeiro e de inoculagao por procedimentos invasivos, pode haver o desenvolvimento de
infec¢des estafilocécicas (BANNERMAN & PEACOK, 2007).

De acordo com a capacidade de produzir coagulase, uma enzima que coagula o
sangue, o género Staphylococcus pode ser dividido em dois grupos: os Staphylococcus
coagulase-positivos (SCP), representados principalmente pela espécie S. aureus, que sao
estafilococos capazes de produzir coagulase e, portanto, de promover a coagulacao
sanguinea, e os Staphylococcus coagulase-negativos (SCN), que sao os estafilococos que
ndo produzem a coagulase, sendo, portanto, incapazes de promover a coagulagéo
sanguinea (BANNERMAN & PEACOK, 2007).

2.3.1 Staphylococcus coagulase-negativos

Por muitos anos, desde o primeiro relato de SCN em 1880, clinicos e
microbiologistas acreditavam que os SCN eram microrganismos nao patogénicos. Os SCN
eram vistos apenas como contaminantes de amostras clinicas, sendo a espécie S. aureus
considerada a unica patogénica do género. Somente em 1958, foi publicado o primeiro
relato sobre o potencial patogénico dos SNC em pacientes com septicemia, havendo, ao
longo dos anos, relatos isolados de SCN envolvidos em endocardite e infecgdo urinaria
(BANNERMAN & PEACOK, 2007; PIETTE & VERSCHRAEGEN, 2009; ROGERS, FEY &
RUPP, 2009).

A partir da década de 70, a importancia dos SCN em espécimes clinicos tornou-se
crescente, devido a identificacdo desses microrganismos como patdgenos oportunistas em
pacientes imunocomprometidos e em tratamento hospitalar intensivo, como pacientes
transplantados, com neoplasias e recém-nascidos prematuros, e devido ao aumento do uso
de dispositivos médicos, como cateteres intravasculares e préteses (BANNERMAN &
PEACOK, 2007). As principais patologias causadas por SCN sao relacionadas com
procedimentos médicos invasivos, podendo causar infecgdes de sitio cirirgico, endocardite,
peritonite, endofitalmite, meningite, ventriculite e septicemia, dentre outras infec¢des
(PIETTE & VERSCHRAEGEN, 2009; ROGERS, FEY & RUPP, 2009).

As infecgdes relacionadas a cateteres sdo as maiores responsaveis por bacteriemias
causadas por SCN. A espécie S. epidermidis é responsavel pela maioria das infecgbes
relacionadas a dispositivos médicos. Provavelmente, isto ocorre porque esta bactéria faz

parte da microbiota anfibibntica da pele humana, resultando na alta probabilidade de
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contaminacgdo durante a insergdo do dispositivo. Uma vez inserido, este microrganismo é
capaz de se aderir e multiplicar nas células hospedeiras. A patogénese de S. epidermidis é
devido principalmente a producdo de polissacarideos extracelulares, responsavel pela
formagao do biofilme na superficie dos biomateriais. O biofilme serve como uma barreira
contra o reconhecimento pelo sistema imune e a penetracédo de antibiéticos e, por isso, uma
vez estabelecido, torna a erradicagao desse microrganismo ainda mais dificil (OTTO, 2009;
ROGERS, FEY & RUPP, 2009).

Além da producao de biofilme, as infec¢des causadas por SCN ocorrem devido aos
diversos fatores de viruléncia produzidos por esses microrganismos. Dentre esses fatores,
pode-se citar a producao de elastase (uma cisteina-protease capaz de degradar IgM, IgA,
albumina, fibrinogénio e fibronectina), de lipases, de enterotoxinas estafilococicas (SEA,
SEB, SEC, SED, SEE e SEH) e de toxina do choque toxico-1 (TSST-1) (VON EIFF,
PETERS & HEILMANN, 2002; CUNHA, CALSOLARI & JUNIOR, 2007; ZELL et al., 2008).

Além de S. epidermidis, existem outras espécies de SCN bastante estudadas devido
ao seu potencial patogénico. S. saprophyticus € o segundo principal agente de infeccéo do
trato urinario, que acomete principalmente mulheres jovens, com idades entre 18 e 35 anos,
e sexualmente ativas (NYS et al., 2006; ROGERS, FEY & RUPP, 2009). S. lugdunensis é o
segundo principal causador de endocardite por SCN, sendo responsavel por mais de 44%
dos casos. A endocardite causada por este microrganismo € agressiva e resulta em alta
taxa de mortalidade (FRANK, DEL POZO & PATEL, 2008). S. haemolyticus é o segundo
SCN mais isolado de sangue, especialmente em neonatos, estando envolvido em diferentes
tipos de infecgdes em humanos (BANNERMAN & PEACOK, 2007; ROGERS, FEY & RUPP,
2009).

Os SCN tém sido frequentemente isolados de casos de mastite bovina clinica e
subclinica em diferentes paises, havendo predominancia das espécies S. simulans e S.
chromogenes. Grande parte dos SCN isolados de mastite pode ser oportunista, proveniente
do meio ambiente. Contudo, algumas espécies parecem se adaptar especificamente ao
ambiente do ubere. A importancia dos SCN como agentes da mastite bovina ainda é muito
discutida. Enquanto alguns autores sugerem que a presenga dos SCN no ubere do animal é
uma protecdo contra os principais patégenos associados a mastite bovina, havendo
inclusive um aumento na producao de leite, outros autores relatam os SCN como patégenos
emergentes, havendo relatos de mastite bovina causada por estes microrganismos,
resultando em aumento caracteristico na CCS no leite e na reducdo da producao leiteira
(PYORALA & TAPONEN, 2009; SCHUKKEN et al., 2009).

Apesar do potencial patogénico de algumas estirpes, muitas espécies de SCN
possuem o “status” GRAS (geralmente reconhecida como segura), sendo tecnologicamente

importantes na fabricagdo de diversos alimentos. Esses microrganismos estdo envolvidos
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nas reac¢des desejaveis, como para sabor e aroma, durante o processo de amadurecimento
de alimentos fermentados, principalmente em queijos. Em produtos carneos, especialmente
em salsichas, os SCN sdo empregados como cultura iniciadora do processo fermentativo a
fim de elevar a qualidade e a seguranga do produto final. Os principais SCN empregados em
alimentos sdo S. xylosus, S. carnosus e S. equorum (IRLINGER, 2008; SIMEONI et al.,
2008; ROSENSTEIN & GOTZ, 2010). Contudo, tem-se verificado nos Gltimos anos, inclusive
entre estirpes isoladas de alimentos, uma alta taxa de resisténcia a antimicrobianos. Um
estudo recente analisou algumas estirpes isoladas de uma planta de produtos carneos
quanto a presencga de onze genes codificadores de resisténcia a antibidticos amplamente
empregados em tratamentos clinicos, sendo verificada uma alta propor¢cao de SCN e SCP
multirresistentes a drogas, havendo alguns carreadores de mais de seis genes de
resisténcia a antibiéticos (SIMEONI et al., 2008).

2.3.2 Staphylococcus coagulase-positivos

O habitat mais comum dos S. aureus é o trato respiratério superior. Estudos estimam
que aproximadamente 20% da populagdo sejam carreadores permanentes de S. aureus,
60% sejam carreadores transitorios, enquanto que somente 20% néo carreiam S. aureus em
sua microbiota anfibidntica. Este microrganismo geralmente coloniza seus hospedeiros de
forma assintomatica. No entanto, sob condigbes adversas, como rompimento da barreira
protetora da pele e baixa imunidade do hospedeiro (por exemplo, AIDS), pode se tornar
patogénico (KLUYTMANS, BELKUM & VERBRUGH, 1997; CHAMBERS & DeLEO, 2009).

Das espécies pertencentes ao género Staphylococcus, S. aureus é a que tem maior
importancia médica, sendo responsavel por diversas doencas humanas e animais.
Atualmente, este patégeno é o maior causador de infecgcdes nosocomiais e adquiridas na
comunidade (BANNERMAN & PEACOK, 2007). S. aureus é um patogeno bastante
agressivo. As manifestagbes das doengas causadas por este microrganismo podem ser
divididas em diferentes tipos: (i) infec¢gdes da pele e de tecidos moles, como furinculos,
celulites e impetigo; (ii) infecgbes de tecidos profundos, como ossos e articulagées, valvulas
cardiacas, bago e figado, dentre outros; (iii) infecgdes pulmonares e do trato urinario e (iv)
doencgas causadas por toxinas, como, a sindrome da pele escaldada, a sindrome do choque
toxico e a intoxicagao alimentar (BANNERMAN & PEACOK, 2007).

Diversos fatores de viruléncia sdo responsaveis pelos sintomas e a gravidade das
infeccdes causadas por S. aureus. Desta forma, dentre outros fatores, pode-se citar: a

coagulase, uma enzima que promove a formacao de coagulos de fibrina e a deposicao de
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fibrina sobre os cocos, protegendo as bactérias revestidas do ataque das células
hospedeiras; as citocinas, que incluem as hemolisinas a, B, y € 6, capazes de promover lise
celular, principalmente de hemacias do hospedeiro; as nucleases, proteases, lipases,
hialuronidase e colagenase, que facilitam a invasdo dos tecidos do hospedeiro; o inibidor
estafilococico de complemento (SCIN) e a proteina inibidora de quimiotaxia (CHIPS), que
dificultam a resposta imune inata; a leucocidina, que promove a lise celular de leucdcitos; as
toxinas esfoliativas (ETA e ETB), responsaveis por descamagado da pele e choque; as
diversas enterotoxinas estafilocécicas (SEA — SEE, SEG — SER e SEU) que causam
intoxicacdo alimentar; a toxina do choque toxico 1 (TSST-1), responsavel por choque
sistémico, e o biofilme, que promove a aderéncia do S. aureus e protecao contra antibidticos
e contra o sistema imune, dificultando o tratamento (DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT,
2000; CUCARELLA et al., 2004; CUNHA, CALSOLARI & JUNIOR, 2007; CHIANG et al.,
2008; CHAMBERS & DeLEO, 2009).

As enterotoxinas estafilocdcicas (SE) podem originar varias doencas, incluindo
principalmente as intoxicagbes alimentares, resultantes do consumo de alimentos
contaminados com quantidade suficiente de SE pré-formada. Os sintomas gastrintestinais
normalmente tém um inicio rapido, de uma a seis horas apds a ingestdo do alimento, e
frequentemente incluem nausea, vdmito, diarréia e dor abdominal, acompanhada ou néo de
febre. Geralmente, a doenca é autolimitada e a recuperacao é rapida. Os surtos deste tipo
de intoxicagdo alimentar sdo geralmente associados a alimentos de elevado teor de
proteinas, como presunto, frango, salada de batata, salada de ovos e produtos lacteos
(JORGENSEN et al., 2005a; RASOOLY & DO, 2009).

O leite € um 6timo substrato para o crescimento de S. aureus e muitos produtos
lacteos tém sido associados com diversos surtos de infecgbes alimentares causados por
este patégeno, em varios paises. Na Noruega, em 2003, ocorreu um surto alimentar
associado ao consumo de puré de batata feito com leite cru contaminado por S. aureus
(JORGENSEN et al., 2005b). Em 2000, no Japao, ocorreu um extenso surto, com 13.420
casos, devido ao consumo de diferentes produtos lacteos preparados com leite em po
desnatado contaminado com SEA (ASAO et al, 2003). Recentemente, na Austria,
aproximadamente 40 criangcas passaram mal apds a ingestdo de leite pasteurizado na
escola, sendo confirmada intoxicagao alimentar por S. aureus (SCHMID et al., 2009). No
Brasil, um estudo publicado em 2008 analisou a enterotoxigenicidade de algumas estirpes
de Staphylococcus spp. isolados de produtos lacteos envolvidos em seis surtos de
intoxicagao alimentar, confirmando a enterotoxicidade das estirpes (VERAS et al., 2008).

A contaminagao dos produtos lacteos com Staphylococcus spp. pode ser atribuida a
manipulacdo durante o processo de fabricacdo do alimento ou ao préprio leite,

especialmente o originado de vacas com mastite (SCHMID et al., 2009).
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A contaminacdo de alimentos por microrganismos pode representar ainda outro
problema, que é o possivel contato do consumidor com estirpes resistentes a
antimicrobianos (JAGLIC et al., in press).

Nas ultimas décadas, tem-se verificado a sucessiva aquisicdo de resisténcia a
maioria dos agentes antimicrobianos empregados. O uso indiscriminado de meticilina e
outras penicilinas levou a emergéncia de estirpes de MRSA, havendo algumas estirpes
simultaneamente resistentes a mais de 20 agentes antimicrobianos. Adicionando-se a isso,
a partir de 1997, passaram a ser isoladas estirpes de MRSA resistentes a vancomicina, o
ultimo antibiético ao qual as estirpes MRSA eram realmente sensiveis, dificultando ainda
mais o tratamento e o controle das infeccbes estafilocécicas (HIRAMATSU et al., 1997;
ROBINSON & ENRIGHT, 2003; GILL et al., 2005; CHAMBERS & DeLEO, 2009).

Assim como o S. aureus, a L. monocytogenes ¢ um dos principais patdégenos
veiculados por leite e derivados. Este microrganismo é oriundo de diversas fontes na

fazenda, sendo também um dos agentes envolvidos na mastite bovina.

2.4 Listeria monocytogenes

O género Listeria representa um grupo de bactérias estreitamente relacionadas.
Essas bactérias tém como caracteristicas serem bastonetes Gram-positivos, com
aproximadamente 0,5 ym de largura e 1-1,5 ym de comprimento, anaerdbios facultativos,
nao formadores de esporos, nao capsulados, com um genoma com baixo conteudo G+C e
apresentando mobilidade entre 10 e 25°C (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; BATT, 2004;
LIU, 2006).

Taxonomicamente, o género Listeria pode ser dividido em oito espécies, L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L. welshimeri, L. grayi, L. denitrificans e
L. murrayi. Dentre estas, somente L. monocytogenes e L. ivanovii sdo consideradas
potencialmente patogénicas e a doenga infecciosa causada por estas bactérias é
denominada listeriose (LOW & DONACHIE, 1997; BATT, 2004; EUZEBY, 2009b).

L. ivanovii (previamente identificada como L. monocytogenes sorotipo 5) é um
patégeno principalmente animal, afetando raramente humanos. A grande maioria das
estirpes isoladas esta relacionada a abortos, natimortos e septicemias neonatais em ovelhas
e bovinos. A espécie L. monocytogenes pode causar graves infecgdes localizadas ou
generalizadas, tanto em humanos quanto em outros animais, como aves e mamiferos
domeésticos e silvestres (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; SNAPIR, VAISBEIN & NASSAR,
2006).
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O primeiro relato sobre Listeria spp. foi feito em 1924, quando Murray, Webb e
Swann isolaram a espécie L. monocytogenes como o agente etiolégico de uma septicemia
em coelhos e cobaias de laboratério na Inglaterra. Em humanos, os primeiros casos de
listeriose foram registrados em 1929 na Dinamarca. Por muitos anos, o isolamento de L.
monocytogenes em amostras clinicas foi um evento raro. No entanto, no final da década de
1970 e o inicio da década de 1980, o numero de relatos sobre o isolamento deste
microrganismo aumentou significativamente e, a partir de 1983, comegou a ocorrer uma
série de surtos epidémicos na América do Norte e na Europa, ficando evidente a importancia
de L. monocytogenes como um patdgeno alimentar (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

A espécie L. monocytogenes esta presente em varios tipos de ambientes, como
solos, agua, efluentes e alimentos. Este microrganismo é tolerante a condigdes extremas de
pH - como a elevada acidez de diversos alimentos, do suco gastrico e do fagossomo dos
macrofagos - e de temperatura, podendo crescer na faixa de 2—-45°C. A capacidade de
crescer a temperaturas de refrigeracao (2—4°C) é um dos principais fatores que dificultam o
controle deste patdbgeno em alimentos, visto que a refrigeracdo € uma das principais
técnicas aplicadas a fim de se estender a vida de prateleira de diversos alimentos. Além
disso, a técnica de preservacgao de alimentos através do uso de sais e da baixa atividade de
agua pode néo ser efetiva contra L. monocytogenes, visto que este microrganismo é capaz
de se adaptar e sobreviver em ambientes com alta concentracdo de sais (ROCOURT &
COSSART, 1997; HILL et al., 2002; COTTER & HILL, 2003; SLEATOR, GAHAN & HILL,
2003; LIU et al., 2005).

Apos a ingestdo de um alimento contaminado por L. monocytogenes, a rota primaria
de infecgao deste patdgeno é o epitélio intestinal (Figura 2). Este microrganismo se adere
as células hospedeiras através da expressdo de proteinas de superficie, chamadas de
internalinas InlA e InIB, que atuam promovendo a invasdo celular. Uma vez internalizada, a
L. monocytogenes secreta a listeriolisina O (LLO), que é uma citolisina formadora de poros
(Figura 2). Além da LLO, duas fosfolipases (PI-PLC e PC-PLC) também atuam rompendo o
fagossomo. Ao ser liberada no citosol da célula hospedeira, a L. monocytogenes é capaz de
se duplicar utilizando nutrientes da célula infectada, que podem ser obtidos através do
transportador de hexose-fosfato (Hpt) expresso por este patdégeno. Posteriormente, a L.
monocytogenes se move pela célula hospedeira em diregao as células adjacentes devido a
mobilidade obtida através da polimerizagcao de actina, promovida pela proteina indutora de
arranjos de actina (ActA), na sua superficie. Apds a sua entrada nas células adjacentes, a L.
monocytogenes secreta LLO, PI-PLC e PC-PLC, a fim de escapar do vacuolo secundario
composto por duas membranas, resultantes da sua disseminagéo célula a célula. Todos
esses fatores de viruléncia, envolvidos na infecgdo por L. monocytogenes, sao regulados

pelo regulador transcricional PrfA. Este regulador mantém os genes de viruléncia reprimidos
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quando no ambiente, ativando-os quando em contato com a célula hospedeira (VAZQUEZ-
BOLAND et al., 2001; LIU, 2006; FREITAG, PORT & MINER, 2009).

Exterior Interior
s

Ambiente 1
(indistria de alimentos, InlA
solo, agua) y InlB

PriA* »

PrfA A @

% LLO
PI-PLE
’T PC-PLC
Ativacéo por PrfA ) & Hpt

Figura 2 - A ativagio dos diversos fatores de viruléncia de L. monocytogenes apds a sua ingestédo e
as etapas de infecgao da célula hospedeira, desde a sua internalizagao até a sua disseminagao para
células adjacentes. PrfA (proteina reguladora de viruléncia), PrfA* (PrfA ativa), InlA (internalina A),
InIB (internalina B), LLO (listeriolisina O), PI-PLC (fosfolipase C fosfatidil-inositol) e PC-PLC
(fosfolipase C fosfatidil-clorado), Hpt (transportador de hexose-fosfato) e ActA (proteina indutora de
arranjos de actina) (FREITAG, PORT & MINER, 2009).

Durante os estagios iniciais da infecgao, a listeriose humana geralmente apresenta
sintomas nao especificos, como, por exemplo, calafrios, fadiga, cefaleia, dores musculares e
articulares e gastroenterite. No entanto, sem o tratamento adequado, a infec¢ao pode evoluir
para septicemia, meningite, encefalite, aborto e, em alguns casos, morte (VAZQUEZ-
BOLAND et al., 2001; LIU, 2006).

A infeccao por L. monocytogenes pode acometer todos os tipos de pessoas,
contudo, a propensao a causar problemas severos € maior em mulheres gravidas, neonatos,
idosos e em individuos imunocomprometidos. Mulheres gravidas possuem um risco 20
vezes maior de contrair listeriose do que os demais adultos saudaveis. Estudos revelam que
aproximadamente 30% dos casos de listeriose sdo diagnosticados nessas mulheres, que
apresentam um elevado risco de sofrer aborto espontaneo. Além disso, o indice de
mortalidade de neonatos infectados é elevado, em torno de 50% (BORTOLUSSI, 2008).

O patégeno alimentar L. monocytogenes pode ser encontrado em uma grande

variedade de matérias-primas e alimentos processados. Alimentos como leite (cru e
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pasteurizado) e produtos lacteos (como manteigas e queijos), diversos produtos carneos
(como carne bovina, carne de porco, salsichas defumadas, linguigas, presunto e frios em
geral) e avicolas, rabanete, repolho, marisco e peixe tém sido associados a contaminagéo
por L. monocytogenes. Existem relatos de surtos de listeriose causados pela ingestdo de
alimentos como queijos, cachorros quentes, carne processada e frutos do mar (ROCOURT
& COSSART, 1997; SWAMINATHAN & GERNER-SMIDT, 2007).

Atualmente, diversos fatores propiciam a contaminagdo de alimentos por L.
monocytogenes e a incidéncia de listeriose. Dentre eles, pode-se citar as modificagdes
recentes nas praticas de processamento e producdo de alimentos, a globalizacdo das
industrias de alimentos e a demanda crescente por alimentos com longa vida de prateleira.
Além disso, as mudangas nos habitos alimentares do consumidor, com uma tendéncia de
consumo de alimentos minimamente processados, prontos para o consumo, refrigerados ou
congelados, tém contribuido para a alta incidéncia de listeriose ao longo dos anos. Deve-se
considerar também o aumento da expectativa de vida de individuos imunocomprometidos e
de idosos devido aos avangos no campo da medicina (GANDHI & CHIKINDAS, 2007).

Nas ultimas décadas, tem havido um aumento da importancia da L. monocytogenes
como um patdgeno alimentar, visto que a infecgdo de origem alimentar provocada por este
microrganismo é responsavel por uma alta taxa de mortalidade, que, em média, se aproxima
dos 30%. Este indice ultrapassa os de outros importantes patégenos alimentares, como o da
Salmonella Enteritidis (com uma mortalidade de 0,38%), os das espécies de Campylobacter
(0,02 - 0,1%) e Vibrio (0,005-0,01%), mostrando a gravidade desta doenga (ALTEKRUSE,
COHEN & SWERDLOW, 1997; MEAD et al., 1999; LIU, 2006).

Quando comparada a outros patégenos alimentares, L. monocytogenes é a
responsavel pela maior taxa de hospitalizagdo (91%), estando ligada tanto a episddios
isolados quanto a surtos alimentares, resultando em aproximadamente 500 mortes por ano
nos EUA (MEAD et al., 1999). Na Unido Européia, a maioria dos paises tem apresentado
uma incidéncia anual de casos de listeriose entre dois e dez casos por milhdo (SERGELIDIS
& ABRAHIM, 2009). Recentemente, ocorreu um grande surto no Canada e, desde agosto de
2008, ja morreram 21 canadenses apos a ingestdo de produtos carneos produzidos pela
empresa Maple Leaf (CLARK, 2009).

A L. monocytogenes, como ja mencionado anteriormente, € um dos agentes
causadores da mastite bovina. Este patdégeno é amplamente difundido nas fazendas,
estando presente no solo, nas fezes de animais, na silagem alimentar, que é um dos
principais veiculos de listeriose em gado, nos animais hospedeiros e no tanque de coleta de
leite (NIGHTINGALE, et al., 2004; OLIVEIRA, GUERRA & BERNARDO, 2008). Diante
disso, o leite obtido nas fazendas pode ser contaminado com L. monocytogenes no

momento da ordenha e em etapas posteriores do processamento dos produtos lacteos.
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No Brasil, existem alguns registros da presenca de L. monocytogenes em leite e
derivados. Dentre eles, Catdo e Ceballos (2001), ao analisarem a qualidade microbiologica
do leite in natura e de uma linha de producgao (leite recém-pasteurizado e leite ensacado) em
Campina Grande-PB, verificaram que, de um total de 75 amostras de leite (45 de leite cru,
15 de leite recém-pasteurizado e 15 de leite ensacado), 33 amostras de leite cru e nove de
leite pasteurizado estavam contaminadas com Listeria spp., sendo identificadas L.
monocytogenes em 17 amostras de leite cru e em nove de leite beneficiado (quatro recém-
-pasteurizadas e cinco ensacadas). Em 1998, Silva, Hofer e Tibana, ao pesquisarem a
contaminagdo em varios tipos de queijos distribuidos no Rio de Janeiro, verificaram que
aproximadamente 11% das 103 amostras foram positivas para L. monocytogenes, também
sendo detectadas as espécies L. innocua, L. grayi e L. welshimeri.

Apesar desses dados evidenciarem a importancia dos produtos lacteos na cadeia
epidemioldgica de transmissdo de L. monocytogenes, no Brasil, o consumo de leite e de
queijos ndo tem sido associado a surtos de listeriose. Provavelmente, isso ocorre devido ao
fato desta doenga nao estar na Lista de Doencas de Notificagdo Compulséria (LDNC) e,
também, devido a auséncia de uma rede de vigilancia de alimentos eficiente na pesquisa
deste patogeno (CARMO et al., 2005; BRITO et al., 2008). No Brasil, a Unica legislagéo que
exige o controle de L. monocytogenes em alimentos processados € a destinada a queijos de
média e alta umidade, como mussarela, ricota, meia cura e minas (RDC N° 12 de
02/01/2001- ANVISA).

Quanto a sensibilidade a antimicrobianos, as estirpes de L. monocytogenes sao
naturalmente sensiveis a penicilinas, aminoglicosideos, trimetoprim, tetraciclina,
macrolideos e vancomicina (SWAMINATHAN & GERNER-SMIDT, 2007). Contudo, estudos
recentes tém relatado a alta taxa de resisténcia antimicrobiana de L. monocytogenes,
inclusive de estirpes isoladas de alimentos, como queijos. Em 2009, Harakeh et al.
identificaram 30 estirpes de L. monocytogenes em um total de 160 amostras de queijos
analisadas. Dentre as estirpes, 93,3% foram resistentes a oxacilina, 90% a penicilina, 60% a
ampicilina e, surpreendentemente, 26,6% foram resistentes a vancomicina, que € um dos
ultimos antimicrobianos empregados no tratamento de infecgdes humanas. Esta resisténcia
a antimicrobianos € uma situagao preocupante para a saude publica e mostra a importancia
do uso controlado dos antibidticos — a fim de se limitar a emergéncia de bactérias
resistentes a drogas — e a necessidade de novos antimicrobianos efetivos contra essas

estirpes.

Diante desse quadro alarmante de resisténcia a antimicrobianos, aumenta a

necessidade de métodos alternativos para o controle e o tratamento de infecgbes causadas
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por L. monocytogenes e S. aureus. Uma alternativa que tem se mostrado bastante

promissora é o uso de bacteriocinas.

2.5 BACTERIOCINAS

Os peptideos antimicrobianos sintetizados via ribossomo sdao amplamente
distribuidos na natureza, sendo produzidos por bactérias, plantas e por varios animais
(vertebrados e invertebrados). Os peptideos bioativos produzidos por bactérias sao
conhecidos como bacteriocinas, classicamente definidas como peptideos antimicrobianos
com capacidade de matar ou inibir o crescimento de outras bactérias geralmente
evolutivamente relacionadas a estirpe produtora (ZASLOFF, 2002; COTTER, HILL & ROSS,
2005; NISSEN-MEYER et al., 2009; BASTOS et al., 2009).

As bacteriocinas, de um modo geral, sdo muito mais potentes do que os peptideos
antimicrobianos produzidos por eucariotos, visto que, enquanto os peptideos
antimicrobianos de eucariotos sédo ativos em concentragbes micromolares, as bacteriocinas
atuam em concentragbes nanomolares (NISSEN-MEYER et al.,, 2009). As bacteriocinas
podem apresentar um espectro de agao reduzido, inibindo apenas estirpes de uma mesma
espécie, ou um amplo espectro de agao, podendo ter atividade até mesmo sobre espécies
pertencentes a outros géneros (COTTER, HILL & ROSS, 2005).

As estirpes produtoras de bacteriocinas apresentam um sistema de imunidade que
confere protecao contra a sua prépria bacteriocina. Cada bacteriocina possui um sistema de
imunidade correspondente, que é expresso concomitantemente aos genes estruturais da
bacteriocina (HENG et al., 2007; BASTOS et al., 2009).

Uma grande diversidade de bactérias ja foi descrita como sendo produtora de
bacteriocinas. Segundo Klaenhammer, 99% de todas as espécies de bactérias sdo capazes
de produzir pelo menos um tipo de bacteriocina (KLAENHAMMER, 1988; RILEY & WERTZ,
2002). A ampla difusdo de estirpes produtoras de bacteriocinas, principalmente entre as
bactérias do acido lactico (BAL), se da, em parte, pelo fato dos genes codificadores serem
bastante encontrados em plasmideos e transpdsons conjugativos. Contudo, no caso de
muitas bacteriocinas, os determinantes genéticos para a sua produgcao estdo presentes no
cromossomo (JACK, TAGG & RAY, 1995; COTTER, HILL & ROSS, 2005).

As bacteriocinas formam um grupo muito heterogéneo de proteinas e peptideos,
sendo por isso de dificil classificagdao. Na literatura, sdo sugeridas algumas formas de
classificagdo das bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas. No entanto, ainda
ndo ha um esquema definitivo de classificagdo. Com base nas caracteristicas das

bacteriocinas produzidas por BAL, as bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas
19

Caracterizagdo da SAM 4244, um peptideo bioativo com potencial aplicagdo como um biopreservativo de alimentos



Andreza Duarte Freitas de Souza

sdo atualmente divididas em trés grandes classes (Tabela 3), de acordo com as suas
caracteristicas estruturais e o modo de agéo: classe I, classe Il e classe lll (COTTER, HILL
& ROSS, 2005; CEOTTO, 2009; NISSEN-MEYER et al., 2009).

2.51 CLASSE | OU LANTIBIOTICOS

A classe | ou lantibidticos € composta por peptideos pequenos (menores do que 5
kDa) e termoestaveis que contém acidos aminados modificados pés-tradugdo, como
lantionina e B-metil-lantionina, entre outros. A lantionina é formada quando uma serina
desidratada, Dha (dideidroalanina), € atacada por um grupo sulfidrila de uma cisteina
proxima e a p-metil-lantionina € gerada da mesma forma, quando uma dideidrobutirina, Dhb
(treonina desidratada), é atacada (McAULIFFE, ROSS & HILL, 2001; COTTER, HILL &
ROSS, 2005).

Para a biossintese dos lantibiéticos, € necessaria primeiramente a formacao do pré-
-peptideo, seguindo-se as reagdes de desidratagdo e de ligagcado cruzada, a clivagem do
peptideo-lider e a sua posterior secrecido. Além disto, a célula deve ser imune ao lantibiético
por ela produzido. Assim sendo, além dos genes estruturais para a formagéo dos pré-
-peptideos (lanA), sao necessarios outros genes: que codifiquem as enzimas envolvidas nas
reagdes de modificagao (LanB, LanC/LanM); as proteinas acessorias, incluindo as proteases
responsaveis pela remogéo do peptideo-lider (LanP); as proteinas da superfamilia dos
transportadores ABC, envolvidas na secregdo do peptideo (LanT); as proteinas de
regulagdo (LanR, LanK) e as proteinas responsaveis pelo mecanismo de imunidade da
célula produtora a sua prépria bacteriocina (Lanl, LanH e LanEFG) (McAULIFFE, ROSS &
HILL, 2001). Recentemente, os lantibiéticos foram reagrupados em quatro tipos, A, B, Ce D
(HENG et al., 2007; BIERBAUM & SAHL, 2009; CEOTTO, 2009).

Os lantibidticos do tipo A sdo peptideos com estrutura mais alongada e flexivel,
geralmente com mais de 34 residuos de acidos aminados, catibnicos e atuam formando
poros na membrana plasmatica das células sensiveis (Figura 3), levando a dissipagéo do
potencial de membrana, ao efluxo de metabdlitos intracelulares e a inibicdo do transporte de
acidos aminados (McAULIFFE, ROSS & HILL, 2001). De acordo com as enzimas de
modificagcdo, os lantibidticos do tipo A podem ainda ser classificados nos subtipos Al e All.
Os lantibiéticos do subtipo Al apresentam duas enzimas de modificagdo, LanB e LanC,
envolvidas na formacgéao do anel tioéter que confere a estrutura policiclica dos lantibiéticos. A
nisina é o prototipo deste grupo, que inclui também epidermina, Pep5, epilancina K7 e
epicidina 280. O subtipo All inclui os lantibiéticos que apresentam uma enzima bifuncional,

LanM, e é representado pela lacticina 481 (BIERBAUM & SAHL, 2009).
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Classificagao

Caracteristicas

Subclasses

Exemplos (Referéncias)

Classe |
(lantibiéticos)

Peptideos pequenos

(< 5 kDa) contendo &cidos
aminados pouco comuns,
como lantionina e B-metil-
-lantionina

Tipo A: flexiveis e alongados e que atuam sobre a membrana

plasmatica

Tipo B: peptideos com estrutura globular e que atuam por
inibicdo enzimatica da biossintese da parede celular

Tipo C: lantibiéticos de dois componentes

Tipo D: atividade antimicrobiana reduzida, ou sem atividade

bactericida

Nukacina ISK-1 (SASHIHARA et al., 2000)
Mersacidina (BIERBAUM & SAHL, 2009)
Estafilococcina C55

(NAVARATNA, SAHL & TAGG, 1998)
SapT (BIERBAUM & SAHL, 2009)

Classe ll

Peptideos pequenos
(< 10 kDa), que nao
apresentam acidos
aminados modificados

lla: peptideos do tipo pediocina

llb: complexo formado por dois peptideos

llc: bacteriocinas ciclicas

lld: bacteriocinas compostas por um unico peptideo do tipo

nao pediocina

lle: complexos compostos por trés ou mais peptideos

Pediocina PA-1 (MARUGG et al., 1992)
Lactococcina G (NISSEN-MEYER et al., 1992)

Enterocina AS-48 (MAQUEDA et al., 2008)

Aureocina A53 (NETZ et al., 2002)

Aureocina A70 (NETZ et al., 2001)

Classe lll

Peptideos maiores do que
10 kDa e geralmente
termolabeis

Illa: bacteriolisinas

lllb: bacteriocinas nao liticas

Lisostafina (BASTOS et al., 2009)

Helveticina J
(THOMPSON, COLLINS & MERCER, 1996)

¥4

CEOTTO (2009).
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Classe Il Classe | Bacteriolisinas

Parede Celular

Membrana Celular

Figura 3 — Modo de agéo das bacteriocinas de bactérias Gram-positivas. Algumas bacteriocinas
de classe |, como a nisina, podem apresentar dois modos de agéao distintos. Elas podem se ligar
ao lipideo Il, o transportador de subunidades de peptidoglicano do citoplasma para a parede
celular, inibindo a sintese de parede, levando a morte celular. Adicionalmente, também podem
utilizar o lipideo Il como um ligante para iniciar o processo de inser¢do na membrana e a
formagao de poros, levando também a morte celular. Geralmente, os peptideos da classe Il tém
uma estrutura helicoidal anfipatica, que lhes permite se inserirem na membrana celular,
promovendo despolarizacdo e morte. As bacteriolisinas, bacteriocinas de classe Ill, como a
lisostafina, podem atuar diretamente na parede celular de bactérias Gram-positivas, levando-as a
lise celular (COTTER, HILL & ROSS, 2005).
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Bierbaum e Sahl (2009) propuseram ainda um terceiro subtipo de lantibidticos do
tipo A, incluindo peptideos que nao possuem atividade antimicrobiana ou a possuem de
forma reduzida. Contudo, Ceotto (2009) propds a classificagcdo desses lantibiéticos em
um novo tipo, lantibiéticos do tipo D. Esses lantibiéticos conferem outras fungdes para o
hospedeiro, incluindo acdo morfogenética, como é o caso de SapT e de SapB.

Os lantibidticos do tipo B sao peptideos globulares, com mais de 19 residuos de
acidos aminados, e que, diferentemente do tipo A, ndo formam poros na membrana.
Eles atuam inibindo a atividade de enzimas essenciais, como as envolvidas na
biossintese de parede celular. Os lantibiéticos mesarcidina, cinamicina, duramicina e
actagardina sao exemplos deste grupo (SAHL, JACK & BIERBAUM, 1995; COTTER,
HILL & ROSS, 2005; BIERBAUM & SAHL, 2009).

Ja os lantibidticos do tipo C sao bacteriocinas compostas por dois peptideos que
possuem pouca ou nenhuma atividade quando isolados. Porém, quando juntos, atuam
em sinergismo, resultando em uma alta atividade antimicrobiana. Os membros mais
bem estudados deste grupo sao a lacticina 3147 e a estafilococcina C55 (HENG et al.,
2007; O' CONNOR et al., 2007; BASTOS et al., 2009).

252 CLASSEIl

A classe Il € composta por pequenos peptideos (menores do que 10 kDa)
termoestaveis que, diferentemente dos lantibidticos, ndo apresentam acidos aminados
modificados pds-traducdo (lantionina ou [(-metil-lantionina, entre outros) em sua
estrutura. Para a biossintese das bacteriocinas da classe |lI, sdo necessarios pelo
menos quatro genes que codificam: o peptideo-lider, a proteina de imunidade, um
transportador do tipo ABC (responsavel por processar e/ou secretar a bacteriocina) e a
proteina acessoéria. Em alguns casos, estdo presentes também genes codificadores de
proteinas envolvidas em regulacao (DRIDER et al., 2006; NISSEN-MEYER et al., 2009).

Os peptideos da classe Il interagem com receptores de membrana e a sua
estrutura helicoidal anfipatica lhes permite se inserirem na membrana plasmatica das
células-alvo (Figura 3), promovendo assim a formagéo de poros, a despolarizagdo da
membrana e a morte celular (ENNAHAR et al., 2000; DRIDER et al., 2006). De acordo
com suas caracteristicas, esses peptideos podem ser divididos em cinco grupos (DIEP
& NES, 2002; COTTER, HILL & ROSS, 2005):
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As bacteriocinas da subclasse lla, ou bacteriocinas do tipo pediocina,
apresentam um espectro de acdo reduzido e sdo caracterizadas pela alta atividade
especifica contra L. monocytogenes. Os peptideos deste grupo contém entre 37 e 58
acidos aminados e apresentam na regido amino-terminal a sequéncia-consenso
YGNGVXCXXXXVXC, onde X ¢é qualquer aminoacido. A pediocina PA-1 é a
bacteriocina mais bem caracterizada desta subclasse, sendo o protétipo do grupo. As
bacteriocinas leuconocina A e mesentericina Y105 sdo outros exemplos da subclasse
Ila (DRIDER et al., 2006; HENG et al., 2007; Yl et al., 2010).

A subclasse llb é caracterizada por ser formada por bacteriocinas compostas por
dois peptideos, que podem ser classificados em tipo E e tipo S. Fazem parte do tipo E
as bacteriocinas compostas por dois peptideos que sao ativos individualmente, mas tém
a sua atividade amplificada quando combinados. Este grupo inclui, entre outras, a
termofilina 13 e a lactacina F. Ja as bacteriocinas do tipo S s6 tém atividade quando
ambos os peptideos estdo presentes, nao sendo ativos individualmente. A lactococina
G e a plantaricina A sao exemplos deste grupo (COTTER, HILL & ROSS, 2005; HENG
et al., 2007).

A subclasse llc é composta por peptideos ciclicos que possuem as regides
amino e carboxi-terminais covalentemente ligadas. Todas as bacteriocinas ciclicas cujo
modo de acdo foi estudado atuam através da permeabilizacdo da membrana das
células sensiveis e dissipacao do potencial de membrana, resultando em morte celular.
A enterocina AS-48, produzida por Enterococcus faecalis, foi a primeira bacteriocina
ciclica identificada e é a melhor caracterizada até o momento (COBOS et al., 2001;
COTTER, HILL & ROSS, 2005; NISSEN-MEYER et al., 2009).

A subclasse Ild compreende bacteriocinas compostas por um Unico peptideo
linear do tipo ndo pediocina. As bacteriocinas aureocina A53, lactococcina A e
divergicina A sdo exemplos desta subclasse (COTTER, HILL & ROSS, 2005; NISSEN-
MEYER et al., 2009).

Ceotto (2009) sugere ainda uma quinta subclasse (subclasse lle) formada por
bacteriocinas compostas por trés ou mais peptideos do tipo ndo pediocina. Um exemplo
deste grupo é a aureocina A70, composta por quatro peptideos diferentes (NETZ et al.,
2001).
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2.5.3 CLASSE Il

A classe Illl é composta por peptideos maiores do que 10 kDa, geralmente
termolabeis. De acordo com o modo de acgdo essas bacteriocinas podem ser
subdivididas em dois grupos: llla e lllb (HENG et al., 2007).

As bacteriocinas de subclasse llla, ou bacteriolisinas, apresentam um
mecanismo de acdo diferente das demais bacteriocinas, pois atuam diretamente na
parede celular de bactérias Gram-positivas, levando-as a lise celular (Figura 3). As
bactérias produtoras de bacteriolisinas nem sempre apresentam genes de imunidade
especifica, podendo apresentar modificagbes na parede celular que conferem
resisténcia a bacteriolisina produzida. O protétipo deste grupo é a lisostafina, que atua
hidrolisando ligagdes cruzadas da peptidoglicano (NILSEN, NES & HOLO, 2003;
COTTER, ROSS & HILL, 2005; HENG et al., 2007).

As bacteriocinas da subclasse lllb sdo caracterizadas por promoverem a morte
celular das células sensiveis de forma nao litica. A agdo dessas bacteriocinas envolve a
dissipagdo do potencial de membrana, levando ao extravasamento de ATP e, por
consequéncia, a morte celular (HENG et al., 2007).

2.5.4 ESTAFILOCOCCINAS

O primeiro relato da agao inibitéria de substancias antimicrobianas do tipo
bacteriocina entre bactérias Gram-positivas foi em 1885, quando Babes observou a
inibicdo de Staphylococcus spp. por outra estirpe de Staphylococcus spp. em meio
solido. Contudo, o termo estafilococcinas surgiu anos depois, em 1946, quando
Fredericq observou que certas estirpes de Staphylococcus spp. produziam substancias
capazes de inibir o crescimento de estirpes do mesmo género e de outras bactérias
Gram-positivas, porém, ndo apresentando atividade sobre bactérias Gram-negativas. A
partir de entdo, iniciaram-se as buscas por novas estafilococcinas (JACK, TAGG &
RAY, 1995; BASTOS et al., 2009). A Tabela 4 mostra algumas bacteriocinas produzidas
por Staphylococcus spp.
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Bacteriocina

Estirpe produtora

Classe

Massa molecular

Elemento codificador

Referéncias

Pep5

Epicidina 280
Epidermina
Epilancina K7
Nukacina ISK-1
Nukacina 3299

Estafilococcina C55a /
C55pB
Estafilococcina Bsa

Aureocina A53

Aureocina A70

S. epidermidis 5

S. epidermidis BN280

S. epidermidis T3298
S. epidermidis K7
S. warneri ISK-1
S. simulans 3299

S. aureus C55

S. aureus CA*
S. aureus A53

S. aureus A70

3,48 kDa

3 kDa

2,16 kDa
3 kDa
2,96 kDa
3,0 kDa

3,33 kDa/
2,99 kDa
2,089 kDa

6,02 kDa

quatro peptideos
variando entre 2,9 e
3,08 kDa

pED503 (20 kb)

pCHO1 (> 40 kb)
pTu32 (54 kb)
Cromossomo
pPI-1 (30,2 kb)

pRJ9I7 (> 25 kb)

PETB (32 kb)

Cromossomo
pRJ9 (10,4 kb)

PRJ6 (7,9 kb)

ERSFELD-DRESSEN,
SAHL & BRANDIS, 1984
HEIDRICH et al., 1998
ALLGAIER et al., 1986
VAN DE KAMP et al., 1995
ASO et al., 2005
CEOTTO, 2009

NAVARATNA, SAHL
& TAGG, 1998
DALY et al., 2010

NETZ et al., 2002

NETZ et al., 2001

*CA — adquiridos na comunidade

oc
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2.541 ESTAFILOCOCCINAS PRODUZIDAS POR SCN

As bacteriocinas produzidas por SCN mais bem caracterizadas sao lantibioticos.
Atualmente, a espécie de SCN mais estudada quanto a producdo de bacteriocinas é S.
epidermidis. Dentre as bacteriocinas produzidas por esta espécie, as principais sao a Pep5, a
epidermina, a epicidina 280 e a epilancina K7. Além das bacteriocinas produzidas por S.
epidermidis, ja foram descritas bacteriocinas produzidas por outros SCN, como a nukacina ISK-
-1 e a nukacina 3299, sendo esta ultima estudada em nosso laboratorio.

Pep5

A Pepb5, inicialmente obtida a partir da estirpe S. epidermidis 5, € um lantibiético do tipo
A, com 3.488 Da de massa molecular, codificado pelo plasmideo de 20 kb, pED503. Este
plasmideo contém o grupamento genético peplAPBC, com os genes: pepT, que codifica o
transportador ABC; pepl, codificador da proteina de imunidade a bacteriocina produzida; pepA,
0 gene estrutural, que codifica o pré-lantibiotico; pepP, que codifica a proteina envolvida no
processamento proteolitico e os genes pepB e pepC, envolvidos nas modificagdes pos-tradugéo
(SAHL, JACK & BIERBAUM, 1995; BASTOS et al., 2009).

Epicidina 280

A epicidina 280 é um lantibiotico do tipo A, com 30 acidos aminados e massa molecular
de 3,13 kDa, produzido por S. epidermidis BN280. O operon ecilAPBC, responsavel pela
biossintese da epicidina 280, esta localizado em um plasmideo maior do que 40 kb, pCHO1.
Neste operon, ndo foi encontrado um gene codificador de transportador ABC, no entanto, existe
a possibilidade de haver um outro gene, fora deste operon, relacionado a exportagdo desta
bacteriocina. A andlise de similaridade entre as sequéncias de acidos aminados da epicidina
280 e da Pepb5 revelou 75% de similaridade e 54,9% de identidade. Além disto, a imunidade
cruzada entre as estirpes produtoras das duas bacteriocinas revelou que os peptideos de
imunidade sao funcionalmente relacionados (HEIDRICH et al., 1998; BASTOS et al., 2009).
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Epidermina

A epidermina é um lantibiético de 2.164,6 Da de massa molecular, produzido por S.
epidermidis Ti3298. Os 11 genes envolvidos na biossintese da epidermina estdo organizados
em cinco unidades transcricionais presentes no plasmideo pTu32 de 54 kb. No operon
epiABCD, estao os genes: epiA, gene estrutural da epidermina; epiB, envolvido na desidratagao
de acidos aminados; epiC, codificador da proteina responsavel pela formagao de ligagbes do
tipo tioéter e epiD, que catalisa a descarboxilagdo oxidativa da cisteina carboxi-terminal do pré-
-peptideo. A segunda unidade transcricional € composta por um unico gene, o epiT, que possui
homologia com transportadores ABC; no entanto, por apresentar duas dele¢des no seu quadro
de leitura, ndo codifica uma proteina ativa. O gene epiH e o operon epiF, -E e -G formam a
terceira e quarta unidades de transcricido e parecem estar envolvidos no transporte da
bacteriocina e na imunidade da célula produtora. No quinto operon, estao os genes epiP, que
codifica uma serina-protease envolvida no processamento do peptideo-lider, e epiQ, que
codifica uma proteina reguladora, responsavel por ativar a transcricao de epiABCD, epiFEG,
epiT e epiH (PESCHEL & GOTZ, 1996; SAHL & BIERBAUM, 1998; BASTOS et al., 2009).

Epilancina K7

A epilancina K7, produzida pela estirpe S. epidermidis K7, também é um lantibidtico do
tipo A. Este lantibiético € composto por 31 acidos aminados, com massa molecular de
aproximadamente 3 kDa. Diferentemente das bacteriocinas anteriormente citadas, a epilancina
K7 é codificada por genes localizados no cromossomo. O gene estrutural elkA codifica um pré-
-peptideo de 55 acidos aminados, contendo na regido amino-terminal o peptideo-lider e, na
regido carboxi-terminal, o peptideo de 31 acidos aminados, que sofrera modificacbes pos-
-traducdo e originard a epilancina K7. A jusante e a montante do gene elkA, estéo,
respectivamente, os genes elkP, provavelmente envolvido no processamento do peptideo-lider,
e elkT, provavelmente responsavel pelo transporte da bacteriocina (VAN DE KAMP et al., 1995;
BASTOS et al., 2009).
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Nukacina ISK-1

A nukacina ISK-1 é um lantibiético do tipo A produzido por S. warneri 1SK-1. Este
peptideo possui 27 acidos aminados e peso molecular de 2,96 kDa (SASHIHARA et al., 2000).
Os genes responsaveis pela produgao da nukacina ISK-1 estao presentes no plasmideo pPI-1
de 30,2 kb. S40 no minimo oito 0os genes responsaveis pela biossintese da nukacina ISK-1: o
gene estrutural, nukA; o gene nukM, que codifica a enzima responsavel pelas modificagdes pos-
-tradugao; o gene nukT, que codifica o transportador ABC, envolvido no processamento € na
secrecao da bacteriocina; os genes nukFEG, que codificam o transportador ABC envolvido na
imunidade da célula produtora a bacteriocina; o gene nukH, que provavelmente codifica uma
proteina acessoéria que contribui, com o transportador ABC, para a imunidade e a orf1, que
codifica uma proteina que possui homologia com proteinas de regulagédo, embora a sua fungao
ainda nao tenha sido elucidada (ASO et al., 2005; BASTOS et al., 2009).

Nukacina 3299

A nukacina 3299 é uma bacteriocina produzida pela estirpe S. simulans 3299, isolada de
gado com mastite. Esta bacteriocina apresenta um amplo espectro de agao, inibindo, por
exemplo, Streptococcus spp. envolvidos em mastite bovina (NASCIMENTO et al., 2005). A
nukacina 3299 possui peso molecular de aproximadamente 3,0 kDa e os genes envolvidos na
biossintese desta bacteriocina estdo localizados no plasmideo pRJ97. A anadlise da sequéncia
desses genes sugere que esta bacteriocina seja um lantibiético idéntico a nukacina ISK-1
(BASTOS et al., 2009; CEOTTO et al., 2009).

2.54.2 ESTAFILOCOCCINAS PRODUZIDAS POR S. aureus

Ja foram identificadas algumas bacteriocinas produzidas por S. aureus, porém as melhor
caracterizadas sdo a estafilococcina C55 e as aureocinas A70 e A53, sendo as duas ultimas
estudadas em nosso laboratério.
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Estafilococcina C55

A estirpe S. aureus C55, produtora de bacteriocina, possui um plasmideo de 32 kb que
codifica dois peptideos, C55a e C55[3. Estudos mostraram que as estafilococcinas C55a e C55f3
sdo lantibioticos, com massa molecular de 3.339 e 2.993 Da, respectivamente, que atuam
sinergicamente inibindo estirpes de S. aureus e de Micrococcus luteus. A andlise genética de
um fragmento do plasmideo codificador desta bacteriocina revelou a presenca de quatro ORFs:
saca e sacf, que codificam os genes estruturais; sacM1 e sacM2, que codificam duas proteinas
hipotéticas, provavelmente envolvidas em modificagbes poés-traducdo dos peptideos o e B,
respectivamente; e sacT, que codifica uma proteina de 720 acidos aminados com homologia
com genes que codificam transportadores do tipo ABC (NAVARATNA, SAHL & TAGG, 1998 e
1999; BASTOS et al., 2009). Recentemente, O’Connor et al. (2007) verificaram que os
peptideos C55a e C55B apresentam alta similaridade com os peptideos LtnA1 e LtnA2 que
compdem a lacticina 3147. Além disso, os determinantes genéticos para a biossintese destas

duas bacteriocinas estdo organizados de forma idéntica.

Aureocina A53

A aureocina A53 é uma bacteriocina da subclasse Ild produzida por S. aureus A53,
isolado de leite comercial. Esta bacteriocina é codificada por um plasmideo de 10,4 kb,
denominado pRJ9 (GIAMBIAGI-DeMARVAL et al., 1990; NISSEN-MEYER et al., 2009).

Esta bacteriocina € um peptideo altamente catidnico e hidrofébico com massa molecular
de 6.021,5 Da, contendo 51 residuos de acidos aminados e rico em triptofano. Estudos
sugerem que os residuos de triptofano sdo importantes para a ligagdo da bacteriocina a
membrana celular. Esta interacdo da aureocina A53 com a membrana citoplasmatica das
células sensiveis promove o efluxo de componentes vitais, a dissipacdo do potencial de
membrana e, por consequéncia, inibe a biossintese de macromoléculas celulares, como DNA,
polissacarideos e proteinas (NETZ et al., 2002; NETZ, BASTOS & SAHL, 2002; BASTOS et al.,
2009).

A aureocina A53 difere de outras bacteriocinas por apresentar alta estabilidade em

ambientes com valores de pH extremamente acidos e com temperaturas altas, por ser
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resistente a enzimas proteoliticas e por possuir uma conformacao rigida em meio aquoso,
sendo considerada uma bacteriocina atipica (NETZ et al., 2002).

O plasmideo pRJ9, codificador da aureocina A53, foi completamente sequenciado e
desta forma foram identificadas 14 ORFs. Algumas ORFs identificadas proximas ao gene
estrutural da aureocina A53 (aucA) apresentaram similaridade com genes tipicamente
encontrados em organizagdes genéticas envolvidas na biossintese de bacteriocinas (Figura 4).
Trés deles, auckE, aucF e aucG, constituem um operon e seus produtos possuem similaridade
com transportadores do tipo ABC, estando envolvidos na imunidade parcial a aureocina A53.
Como nenhum outro transportador foi encontrado no grupamento genético da aureocina A53,
acredita-se que o operon aucEFG também esteja envolvido na secregcéo desta bacteriocina.
Duas ORFs, orf10 e orf11, localizadas entre 0 gene aucA e o operon aucEFG, codificam
proteinas de 96 acidos aminados e 94 acidos aminados, respectivamente, com fungdes ainda
desconhecidas. A montante do gene aucA, foram identificadas duas ORFs, orf7 e orf8, que
parecem nao ser essenciais para a producdo da aureocina A53 (NETZ et al, 2002;
NASCIMENTO, 2004; BASTOS et al., 2009).

................... ST

Aureocina A53

orf7 orf8 aucA orfl0 orfll aucF aucE aucG
(165)  (475) (51) (96) (949 (33D (226) (388)
orfM (102)
Aureocina A70 ? ?
RS-
orfA orfB awrD aurC aurB aurA aurT
(69) (138) Gn (1) G0 (1) (571)

Figura 4 - Representacao esquematica dos genes envolvidos na biossintese das aureocinas
A70 e A53. Os genes estruturais estdo representados pelas setas pretas. Os niumeros indicam
0 numero de acidos aminados dos polipeptideos correspondentes. Os promotores estao
indicados por setas finas e os terminadores de transcrigdo por grampos. Os genes que

apresentam a mesma fungao estao representados com a mesma textura (BASTOS et al., 2009).
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Aureocina A70

A aureocina A70 é uma bacteriocina da subclasse lle produzida pela estirpe S. aureus
A70, isolada de leite comercial. Esta bacteriocina apresenta um amplo espectro de acéo,
inibindo bactérias Gram-positivas de diversos géneros como Staphylococcus, Micrococcus,
Corynebacterium, Paenibacillus, Lactobacillus, Leuconostoc e Listeria, incluindo L.
monocytogenes (OLIVEIRA et al., 1998a; GAMON et al., 1999; CEOTTO, 2009).

Os determinantes genéticos para a produgao da aureocina A70 estdo presentes no
plasmideo de 7,9 kb, pRJ6. Analises genéticas mostraram que pelo menos duas unidades
transcricionais estdo envolvidas na biossintese da bacteriocina. O primeiro operon, aurABCD, é
composto por quatro genes, que representam os genes estruturais da aureocina A70 (Figura
4). Este operon codifica quatro peptideos pequenos (30-31 residuos de acidos aminados),
altamente catibnicos e hidrofobicos. A determinagdo da massa molecular dos peptideos
purificados revelou que estes peptideos nao sao processados (NETZ et al., 2001).

A aureocina A70 é a Unica bacteriocina de quatro componentes descrita na literatura. Ao
se avaliar a atividade inibitéria de cada um dos peptideos isoladamente em meio sdlido,
verificou-se que, contra as estirpes de S. aureus e L. innocua empregadas como indicadoras, so
havia atividade antimicrobiana quando todos os quatro peptideos estavam combinados (25 ug
de cada). Entretanto, ao se empregar uma estirpe de M. luteus como indicadora, verificou-se
que os peptideos AurA, AurB e AurC, testados individualmente (60 ng), exibiram atividades
diferentes (AurA>AurB>AurC). Ja o peptideo AurD ndo apresentou atividade antimicrobiana.
Contudo, verificou-se que a combinacdo dos quatro peptideos resultou em uma maior atividade
inibitéria (BASTOS et al., 2009).

A segunda unidade transcricional contém apenas um gene, o aurT, que codifica uma
proteina similar ao transportador do tipo ABC envolvido na exportacdo da Pep5. No pRJ6,
também foi identificado um segundo provavel operon, que parece conter duas ORFs: a orfA,
que codifica uma proteina com similaridade com proteinas envolvidas em regulagao, e a orfB,
que codifica uma proteina com caracteristicas semelhantes as das proteinas associadas com
imunidade (NETZ et al., 2001). Outro gene hipotético, orfM, foi encontrado préximo aos genes
estruturais da aureocina A70. No entanto, ndo foi detectada homologia entre a OrfM e outras
proteinas presentes em bancos de dados (BASTOS et al., 2009).

A aureocina A70 e as suas variantes parecem ser as bacteriocinas mais frequentemente
produzidas por estirpes de S. aureus produtoras de bacteriocinas, ja tendo sido identificada a
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sua produgédo em estirpes de S. aureus de diferentes origens, como leite comercial, pacientes e
gado saudavel e com mastite bovina (GIAMBIAGI-DeMARVAL et al., 1990; OLIVEIRA et al.,
1998a e 1998b; GAMON et al., 1999). A producado de aureocina A70 também ja foi detectada
em estirpes de SCN (NASCIMENTO et al., 2005). A alta disseminagao desta aureocina ocorre,
provavelmente, devido a capacidade do plasmideo pRJ6 ser mobilizado por plasmideos
conjugativos de Staphylococcus spp. (COELHO et al., 2009).

2.6 BACTERIOCINAS COMO BIOPRESERVATIVOS DE ALIMENTOS

A maior parte dos alimentos de origem vegetal e animal se deteriora com facilidade,
perdendo a qualidade e, por consequéncia, reduzindo a vida de prateleira do produto. Essa
perda é dependente de varios fatores, dentre eles, a composig¢ao, o tipo de processamento e de
armazenamento do alimento. A principal forma de deterioragdo dos alimentos é a
microbiolégica. A contaminacido dos alimentos é responsavel por grandes perdas econOmicas
para a industria alimenticia. A ingestdo de alimentos contaminados por patégenos pode causar
diversos tipos de infecgbes e intoxicacbes alimentares, resultando em alto custo financeiro,
devido, principalmente, ao tratamento contra essas enfermidades. Nos EUA, estima-se que os
custos relativos a esses surtos estejam na ordem de bilhdes de dolares por ano (CLEVELAND
et al., 2001; GRAM et al., 2002, CDC, 2009).

Mesmo com tantos avangos tecnolégicos, ainda existe um grande debate acerca dos
métodos mais adequados para a preservacao de alimentos, ndo somente nos paises em
desenvolvimento, mas também nos paises desenvolvidos. Além da seguranga e da
necessidade de se prolongar a vida de prateleira dos alimentos, nos ultimos anos, tem-se
verificado, por parte dos consumidores, um grande aumento na demanda por alimentos
minimamente processados, com as caracteristicas organolépticas preservadas e prontos para
consumo. Adicionalmente, devido a elevada quantidade de aditivos quimicos adicionados a
diversos tipos de alimentos, os consumidores tém dado preferéncia a alimentos mais naturais
(CLEVELAND et al., 2001; COTTER, HILL & ROSS, 2005; GALVEZ et al., 2008).

Diante da grande necessidade de um método alternativo, que seja natural, seguro e
eficaz, para a preservagao de alimentos e da atividade antimicrobiana das bacteriocinas, estas

surgem como um potencial biopreservativo a ser empregado na industria alimenticia.
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Apesar de estarem envolvidos na decomposicdo de alimentos, os microrganismos tém
sido empregados empiricamente ha milhares de anos para a fermentagédo. A fermentacao ¢é a
técnica mais antiga de conservagao de alimentos, sendo utilizada até hoje para estender a vida
de prateleira e preservar o valor nutricional de alimentos e bebidas. Os microrganismos mais
amplamente utilizados para a fermentagcdo sdo as BAL, que produzem diversos metabdlitos
(Figura 5). Muitos desses metabdlitos atuam como biopreservativos, como, por exemplo, os
acidos organicos, o perdxido de hidrogénio, o diacetil, a acetoina e as bacteriocinas (ROSS,
MORGAN & HILL, 2002; DEEGAN et al., 2006; GALVEZ et al., 2007).

Nutrientes

<5

Hz0: S
o Bacteriocinas q |
Diacetil )

Qutros Metabdlitos

— > Halo de inibi¢do

—» Estirpe produtora

DEEGAN et al. (2006).

Acidos organicos

Figura 5 — As BAL produzem diversos metabdlitos antimicrobianos durante a fermentacao,
tendo as bacteriocinas grande atividade inibitdria.

Devido a sua atividade antimicrobiana, as bacteriocinas ja foram por muitas vezes
confundidas com antibiéticos na literatura, o que poderia impedir o seu uso em alimentos.
Contudo, as bacteriocinas se diferenciam dos antibiéticos em diversos aspectos, como a via de
sintese, o modo de agéo, o espectro antimicrobiano e a toxicidade (CLEVELAND et al., 2001). A
Tabela 5 mostra as principais diferengas entre bacteriocinas e os antibiéticos.
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Tabela 5 — Algumas diferengas entre as bacteriocinas e os antibitticos

Caracteristicas Bacteriocinas Antibiéticos

Aplicagéo Alimentos e Clinica Clinica somente

Sintese Ribossdmica Metabdlito secundario

Atividade Espectro variavel Espectro variavel

Imunidade da célula hospedeira  Sim Nao

Modo de acao Formagéao de poros e algumas atuam Membrana, parede celular e alvos
sobre a biossintese de parede celular intracelulares

Toxicidade / efeito colateral Néo Sim

CLEVELAND et al. (2001) Modificado.

As bacteriocinas sdo consumidas ha muitos anos devido a sua producdo pelas BAL
durante a fermentacdo de alimentos, como queijos, iogurtes e bebidas. Por esta razdo, essas
bacteriocinas podem ser consideradas ingredientes naturais de alimentos (CLEVELAND et al.,
2001; ROSS, MORGAN & HILL, 2002; DEEGAN et al., 2006).

As bacteriocinas possuem uma série de propriedades que as tornam potencialmente
aplicaveis como biopreservativos de alimentos. As bacteriocinas sdo substancias GRAS. Essas
substancias proteicas sao inativadas pelas enzimas digestivas, nao interferindo na microbiota
anfibidntica intestinal. As bacteriocinas possuem atividade altamente especifica, ndo sendo
téxicas para células eucariéticas, e podem apresentar um espectro antimicrobiano relativamente
amplo, inibindo tanto bactérias patogénicas quanto deteriorantes de alimentos. Em geral, as
bacteriocinas sdo estaveis em diferentes valores de pH, podendo ser aplicadas em diferentes
tipos de alimentos, além de serem relativamente termoestaveis, sendo capazes de resistir ao
processamento térmico, muito empregado nas industrias alimenticias (GALVEZ et al., 2007;
GALVEZ et al., 2008; SETTANNI & CORSETTI, 2008).

Os diversos estudos realizados nos ultimos anos mostram que a aplicagcdo de
bacteriocinas na preservacdo de alimentos pode trazer muitos beneficios para a industria
alimenticia, assim como para os consumidores. Dentre os beneficios, pode-se citar: (i) estender
a vida de prateleira de alimentos; (ii) proporcionar uma protegéo extra durante condi¢cdes de
abuso de temperatura; (iii) reduzir o risco de transmissao de agentes patogénicos de origem
alimentar através da cadeia alimentar; (iv) reduzir as perdas econémicas devido a deterioragao
dos alimentos; (v) minimizar a aplicagdo de conservantes quimicos; (vi) permitir a aplicacdo de

tratamentos térmicos menos severos, conservando-se as propriedades nutricionais e
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organolépticas, sem comprometer a seguranga dos alimentos; (vii) permitir a propaganda de
alimentos mais saudaveis (menos acidos, com um menor teor de sal e com um maior teor de
agua) e (viii) satisfazer as exigéncias das industrias e dos consumidores (GALVEZ et al., 2007).

As bacteriocinas tém mostrado potencial aplicagdo como biopreservativos em diversos
tipos de alimentos, como carnes, laticinios, enlatados, peixes, bebidas alcodlicas, sucos,
saladas, produtos a base de ovos e vegetais fermentados (COTTER, HILL & ROSS, 2005).

A primeira proposta para o uso de bacteriocinas em alimentos ocorreu em 1951. Ja em
1953, a nisina, primeira bacteriocina comercializada, foi liberada na Inglaterra, sendo,
posteriormente, aprovada em cerca de 50 paises. Notavelmente, em 1969, a nisina recebeu o
“status” de segura para uso em alimentos pela “Joint Food and Agriculture Organization/World
Health Organization Expert Commitee on Food Additives”. Em 1983, esta bacteriocina foi
adicionada a lista europeia de aditivos de alimentos e, em 1988, foi aprovada pela “US Food
and Drug Agency” para o uso em queijos processados e pasteurizados. A Tabela 6 mostra
alguns alimentos onde a nisina é aplicada e a quantidade maxima permitida em alguns paises
(COTTER, HILL & ROSS, 2005; DEEGAN et al., 2006).

A nisina é comercializada com o nome de Nisaplin® (Danisco), produzida através do
cultivo de Lactococcus lactis em leite desnatado. Cada grama de Nisaplin® contém
aproximadamente 2,5% de nisina e cada 1 ug de nisina pura equivale a 40 Ul (Unidades
Internacionais). O Nisaplin® é um produto extremamente estavel e mantém sua atividade por
pelo menos dois anos quando estocado a temperatura abaixo de 25°C, em ambiente seco e
sem luz (COTTER, HILL & ROSS, 2005; BARROS, 2009).

Tabela 6 — Exemplos da aplicagédo de nisina em alguns paises

Pais Alimento onde a nisina é permitida Maximo (Ul/g)

Argentina Queijo processado 500

Australia Queijo, queijo processado, tomate enlatado Sem limite

Brasil Queijos, vegetais enlatados e salsichas 500

Franca Queijo processado Sem limite

Italia Queijo 500

Reino Unido Queijo, coalhada, alimento enlatado Sem limite

EUA Queijo pasteurizado processado 10.000

Ul — Unidade Internacional Adaptado CLEVELAND et al. (2001).
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No Brasil, a nisina foi aprovada pela Divisdo Nacional de Alimentos (DINAL) do
Ministério da Saude (Portaria n°® 6/1990), para ser utilizada em produtos a base de queijos
fundidos e em queijos fundidos, em uma dose maxima de 12,5 mg/kg. A mesma dose de nisina
foi liberada pelo DETEN (Departamento de Técnicas Normativas) do Ministério da Saude para
requeijdo (Portaria n° 34/1992) e queijo pasteurizado (Portaria n° 29/1996). Em 1998, foi
autorizada, pela Divisao de Operagdes Industriais do Departamento de Inspecédo de Produtos
de Origem Animal, pertencente ao Ministério da Agricultura e do Abastecimento, a utilizacdo do
produto comercial Nisaplin® para o emprego em superficies externas de embutidos, mais
especificamente em salsichas (VISALEGIS, 2009).

A nisina € um lantibiotico do tipo Al produzido por L. /actis. Este peptideo possui peso
molecular de 3.353 Da e 34 acidos aminados, apresentando uma lantionina e quatro B-metil-
-lantioninas em sua estrutura (Figura 6). Esta bacteriocina ja se mostrou efetiva em diversos
sistemas alimentares, inibindo o crescimento de varias bactérias Gram-positivas, incluindo
importantes patégenos alimentares, como a L. monocytogenes. Esta bacteriocina é
frequentemente empregada em produtos lacteos e em alimentos enlatados, sendo efetiva na
protecdo contra organismos formadores de esporos termorresistentes, como microrganismos
dos géneros Bacillus e Clostridium, tendo particular importancia na prevengao de contaminagao
por C. botulinum (COTTER, HILL & ROSS, 2005; CHEIGH & PYUN, 2005; DEEGAN et al.,
2006).
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Figura 6 — Estrutura da nisina.

(Ala-S-Ala, lantionina; Abu-S-Ala, B-metil-lantionina; Dha, dideidroalanina; Dhb, dideidrobutirina).
COTTER, HILL & ROSS (2005).
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O sucesso da comercializacdo da nisina estimulou varias pesquisas na area de

bacteriocinas. Na literatura, ja foram descritas diversas bacteriocinas com potencial aplicagéo

como biopreservativo, mas, até o momento, nenhuma repetiu o sucesso da nisina. A Tabela 7

mostra exemplos de algumas bacteriocinas ja patenteadas com potencial aplicagdo em

alimentos.

Tabela 7 — Exemplos de bacteriocinas patenteadas com potencial aplicagcido em alimentos

US Patente

Titulo da Patente

Aplicagao

7.001.632
(21/02/2006)

6.207.411
(27/03/2001)

5.817.362
(06/10/1998)

5.753.614

(19/05/1998)

5.445.835
(29/08/1995)

5.219.603
(15/06/1993)

5.186.962
(16/02/1993)

Compostos antilistéria para uso em
produtos alimentares

Bacteriocina lacticina 3147

Método para a inibicdo de bactérias
utilizando uma nova bacteriocina de
Lactococcus spp.

Compostos com nisina para
potencializar bactericidas de amplo
espectro

Método para a produgcdo de iogurte
contendo pediocina PA-1

Composigao para estender a vida de
prateleira de carnes processadas

Composigao e método para a inibigéo
de microrganismos patogénicos e de
deteriorantes de alimentos

Nisina, pediocina, acido lactico e antioxidante para a
inibicdo de L. monocytogenes em alimentos com alta
atividade de agua, incluindo carnes cruas e cozidas,
queijos e similares.

Propriedades da lacticina 3147 e sua atividade
durante a producao de queijo tipo “cheddar”.

Método para a inibigdo de bactérias Gram-positivas
em alimentos utilizando-se uma nova bacteriocina
produzida por L. lactis NRRL-B-18535.

Combinagao de nisina, agente quelante e surfactante
para inibir microrganismos Gram-positivos e Gram-
-negativos em carnes, ovos, queijos e peixe; Uuso
como biopreservativo.

Produgdo de um iogurte com maior tempo de
prateleira contendo bacteriocina produzida por P.
acidilactici.

Uso da bacteriocina produzida por P. acidilactici e
propionato para inibir o crescimento microbiano de
carne crua e processada.

Aplicacédo de uma BAL para inibir o crescimento de
patégenos alimentares.

CLEVELAND et al. (2001); USPTO (2009).
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A pediocina PA-1, uma bacteriocina de 44 acidos aminados produzida por Pediococcus
acidilactici, também ¢é aplicada como um biopreservativo de alimentos. Esta bacteriocina &
comercializada com o nome de ALTA™ 2431, sendo um aditivo alimentar empregado para
estender a vida de prateleira de uma série de alimentos, especialmente de produtos carneos
prontos para consumo, e para inibir o crescimento de L. monocytogenes (RODRIGUEZ,
MARTINEZ & KOK, 2002).

Embora nenhuma outra bacteriocina seja comercializada, muitos estudos tém
demonstrado o potencial de aplicacdo de diversas bacteriocinas na industria de alimentos.
Dentre as estafilococcinas caracterizadas em nosso laboratorio, as aureocinas A70 e A53
apresentam potencial de aplicagdo biotecnolégica na preservagdo de alimentos. Estas
bacteriocinas possuem uma alta atividade contra L. monocytogenes e ndo demandam meios
muito ricos para sua produgéo, o que diminuiria os custos de producdo em larga escala. As
aureocinas A70 e A53 sdo termoestaveis a temperatura ambiente, assim como em altas
temperaturas (80°C por 15 min e 100°C por 5 min), ndo havendo diminuigcdo detectavel nas
suas atividades antimicrobianas sob estas condigdes. Os genes envolvidos na biossintese
destas duas bacteriocinas apresentam uma organizagdo simples, o que pode facilitar a
clonagem e a expressdo desses genes em estirpes bacterianas utilizadas como culturas
iniciadoras em processos fermentativos para a preparagcido de alimentos. Desta forma, as
aureocinas A70 e A53 poderiam ser produzidas in situ, descartando-se a necessidade da
adicao destes peptideos ao produto final. Estudos preliminares realizados com a aureocina A53
demonstraram que os genes para sua biossintese podem ser expressos de forma heterdloga
em estirpes de lactobacilos (NASCIMENTO, 2004; BASTOS et al., 2009).

Em geral, a procura por novas bacteriocinas com potencial aplicagdo como
biopreservativo de alimentos segue o seguinte esquema: primeiramente as bactérias sao
isoladas do alimento cru ou do produto industrializado; em seguida, as bactérias sdo testadas
quanto a producdo de bacteriocinas; as bacteriocinas sdo posteriormente caracterizadas
(estrutura, regulacdo, producdo, modo de acdo e estabilidade) e, finalmente, a producéo é
analisada em um sistema alimentar (desta forma, as bacteriocinas séo aplicadas in situ)
(COTTER, HILL & ROSS, 2005; SETTANNI & CORSETTI, 2008).

As bacteriocinas podem ser aplicadas nos alimentos de diferentes formas. O alimento
pode ser suplementado com a bacteriocina produzida ex situ, ou inoculado com a estirpe
produtora sob condicbes que favorecam a producdo de bacteriocina in situ. No primeiro caso, a
preparacao de bacteriocina, obtida através do cultivo da estirpe produtora sob condictes
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adequadas em um fermentador de escala industrial, pode ser purificada ou parcialmente
purificada e concentrada. Contudo, neste caso, € necessaria a sua aprovagao legal como um
biopreservativo. A produgao ex sifu também pode ser obtida na forma de um concentrado cru, a
partir do cultivo da estirpe produtora em um substrato do alimento (como o leite, por exemplo).
A preparagao obtida pode ser incorporada ao alimento como um aditivo ou ingrediente de forma
legal, desde que seus componentes tenham fungdo reconhecida no alimento, como, por
exemplo, aumento da concentracdo de proteinas e melhora na textura (SCHILLINGER,
GEISEN & HOLZAPFEL, 1996; GALVEZ et al., 2007).

As bacteriocinas produzidas ex situ também podem ser aplicadas na forma de
preparacoes imobilizadas, onde a bacteriocina purificada é ligada a um substrato, que atua
como uma reserva e como um difusor de moléculas de bacteriocina para o alimento. Esse
substrato pode também proteger a bacteriocina da inativagdo enzimatica ou devida a interagao
com componentes do alimento. Diversos métodos tém sido propostos para a imobilizagcao de
bacteriocinas, como a incorporagao a filmes compostos por alginato de calcio, polissacarideos,
polimeros e proteinas. Na maioria dos casos, a bacteriocina imobilizada & aplicada na superficie
do alimento processado para inibir a posterior contaminacéo e a proliferagcdo de bactérias nao
desejadas. O mais recente avango nesta area € o desenvolvimento de embalagens com
antimicrobianos adsorvidos. Sendo assim, os filmes contendo antimicrobianos podem melhorar
a qualidade e a segurancga e prolongar a vida de prateleira dos alimentos (GUERRA et al., 2005;
GALVEZ et al., 2007; PINTADO, FERREIRA & SOUSA, 2009).

A produgéao de bacteriocina in situ fornece varias vantagens sob os pontos de vista legal
e financeiro quando comparada a producdo ex situ. No entanto, o uso de culturas
bacteriocinogénicas necessita de uma selecéo cuidadosa de estirpes que sejam bem adaptadas
ao alimento. As bactérias produtoras de bacteriocinas podem ser aplicadas no alimento
diretamente como cultura iniciadora; como uma cocultura, em combinagdo com uma cultura
iniciadora; ou como uma cultura protetora, aplicada principalmente em alimentos nao
fermentados (DEEGAN et al., 2006; GALVEZ et al., 2007; GALVEZ et al., 2008).

A seguir, estao alguns exemplos das diferentes formas de aplicagao de bacteriocinas em

alimentos.
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2.6.1 Adicao de bacteriocinas como ingredientes ou aditivos de alimentos

O Nisaplin® é um exemplo da adigdo de bacteriocinas como ingrediente de alimentos. A
preparacdo desta bacteriocina é obtida a partir da fermentacdo de leite pela estirpe L. lactis,
produtora da nisina, sendo efetiva como um aditivo para a prevencédo de decomposicéo e para o
aumento da vida de prateleira de varios alimentos (CHEN & HOOVER, 2003).

Os produtos liquidos a base de ovos sao geralmente processados em altas
temperaturas para a eliminagao de Salmonella spp. No entanto, algumas bactérias formadoras
de esporos, termorresistentes e capazes de crescer a baixas temperaturas, como Bacillus
cereus, sao patdégenos alimentares que podem resistir ao processamento térmico. Isto mostra
gue a industria de produtos a base de ovos tem a necessidade de um preservativo que controle
o0 crescimento dessas bactérias e que aumente a vida de prateleira desses produtos. No
“International Egg Forum 2007”, um especialista da Danisco apresentou um trabalho mostrando
que a adicao do Nisaplin® a ovos processados aumenta consideravelmente a vida de prateleira
deste produto (DELVES-BROUGHTON, 2007).

A lacticina 3147 é uma bacteriocina com potencial aplicagdo como um biopreservativo.
Para se analisar a atividade desta bacteriocina contra L. monocytogenes Scott A e B. cereus em
iogurte, queijo “cottage” e sopa, uma preparagdao de lacticina 3147 foi obtida a partir da
fermentacao de soro de leite reconstituido, pela estirpe L. lactis DPC3147. O resultado mostrou
o potencial desta bacteriocina em eliminar microrganismos patogénicos nesses produtos. A
preparacao de lacticina 3147 também foi testada em leite infantil, que é de particular
importancia, visto que as criangas s&o mais vulneraveis a listeriose. Assim, eles viram que no
controle, sem bacteriocina, houve um aumento de 700% na contagem de células viaveis em um
periodo de 3 h, enquanto que a adigdo da bacteriocina resultou em 99% de morte de L.
monocytogenes, apos o mesmo periodo (DEEGAN et al., 2006).

O crescimento de bactérias indesejaveis em sucos de frutas e vegetais durante a
estocagem pode causar decomposi¢ao do alimento devido, principalmente, a produgéo de
metabdlitos que alteram a viscosidade e o sabor. Diante deste problema, foi analisada a
estabilidade da enterocina AS-48 em sucos de frutas e vegetais. Para isto, a enterocina AS-48
foi primeiramente concentrada e posteriormente aplicada em varios sucos. Desta forma, foi visto
que, em sucos vegetais, a bacteriocina se manteve estavel nas primeiras 24-48 h. Ja nos sucos
de frutas (maga, uva, kiwi, laranja, pera e melancia), ela se manteve estavel por no minimo 15

dias, ainda sendo detectada atividade apdés 30 dias. Ja nos sucos comercializados, a
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estabilidade da enterocina AS-48 nao se alterou ap6s 120 dias sob refrigeragédo, contudo, a
bacteriocina foi inativada em altas temperaturas. Foi visto que, a 15°C, a enterocina AS-48
reduziu significativamente o nimero de células viaveis de L. monocytogenes, B. cereus e S.
aureus. Os resultados deste estudo mostraram assim a capacidade da enterocina AS-48 como
um biopreservativo (GRANDE et al., 2005).

Bizani e colaboradores (2008), a fim de avaliarem o potencial uso da cereina 8A, uma
bacteriocina produzida por B. cereus, como um aditivo para a biopreservagdo de produtos
lacteos, adicionaram a bacteriocina semipurificada a leite UHT e a queijo tipo minas. Desta
forma, verificaram que a adicao de 160 UA/mI de cereina 8A ao leite UHT foi capaz de reduzir o
namero de células viaveis de L. monocytogenes em trés unidades log por 14 dias a 4°C.
Quando a cereina 8A foi adicionada a superficie do queijo, foi verificada uma redugao de duas
unidades log no nimero de células viaveis da indicadora durante 30 dias a 4°C.

O Geobacillus stearothermophilus € uma bactéria Gram-positiva formadora de esporos,
que sobrevive ao processamento térmico de produtos comercialmente estéreis, como alimentos
enlatados, podendo causar deterioracdo. Diante disto, a bacteriocina enterocina AS-48 foi
testada contra esta bactéria em milho e em ervilha enlatados. Foi verificado que 7 mg/g de
enterocina AS-48 foram capazes de reduzir o nimero de células viaveis a um ndmero nao
detectavel por 30 dias a 45°C e o mesmo ocorreu contra os esporos bacterianos, mostrando a

atividade biopreservativa desta bacteriocina (VIEDMA et al., 2009a).

2.6.2 Adicao de culturas bacteriocinogénicas a alimentos

Brillet et al. (2004) avaliaram a capacidade da estirpe Carnobacterium divergens V41 de
produzir bacteriocina in situ para a biopreservacdo de salmdo defumado. A estirpe
bacteriocinogénica se mostrou eficiente apds incubagao a vacuo por quatro semanas, reduzindo
significativamente o numero de células viaveis de L. monocytogenes. Um aspecto importante a
ser considerado, diante da intencao de se aplicar esta bacteriocina como um biopreservativo de
alimentos, € que a estirpe produtora utilizada no estudo foi isolada de salmao (RIHAKOVA et
al., 2009)

Recentemente, Dortu et al. (2008) avaliaram a atividade de duas estirpes
bacteriocinogénicas (Lactobacillus sakei CWBI-B1365 e Lactobacillus curvatus CWBI-B28)

contra o crescimento de L. monocytogenes em carnes bovina e de frango. Em carne bovina, a
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estirpe CWBI-B1365 reduziu significativamente a contagem da indicadora para uma e meia
unidades log em sete dias, duas unidades log apos 14 dias e para uma quantidade nao
detectada em 21 dias de estocagem. Ja a estirpe CWBI-B28 reduziu a contagem a um nivel ndo
detectavel ja em sete dias de estocagem. Quanto a carne de frango, apesar de néo ter sido
verificada atividade apdés o in6culo das duas estirpes isoladamente, as estirpes
bacteriocinogénicas apresentaram atividade inibitéria contra L. monocytogenes quando

combinadas.

2.6.3 Adicao de bacteriocinas combinadas a alimentos

Atualmente, varias combinagdes de diferentes bacteriocinas tém sido testadas, com o
objetivo de se aumentar a atividade antimicrobiana. O uso simultdneo de duas ou mais
bacteriocinas pode ser empregado ndo somente para diminuir as doses de bacteriocinas a
serem aplicadas, mas também como uma barreira adicional contra o surgimento de bactérias
resistentes (GALVEZ et al., 2007).

Alguns estudos ja mostraram que o uso combinado de nisina com pediocina AcH ou com
leuconocina F10, assim como as lacticinas B ou F com nisina ou pediocina AcH, e lacticina 481
com pediocina AcH, resultou em uma atividade antimicrobiana maior do que a de cada
bacteriocina separadamente. A adigdo simultdnea ou sequencial de nisina (50 UA/mI) e
curvacina 13 (160 UA/mlI) também resultou em um maior efeito inibitério sobre L.
monocytogenes (GALVEZ et al., 2007).

Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis sdo um grande problema para as industrias de
cogumelos e mariscos, respectivamente, embalados a vacuo, visto que os esporos destes
microrganismos resistem ao processamento térmico e causam a deterioragao destes alimentos.
Um estudo recente avaliou a atividade das bacteriocinas nisina e pediocina contra esses
esporos, verificando que as bacteriocinas, quando combinadas, foram mais efetivas do que
isoladamente. A combinagdo dos dois peptideos foi capaz de reduzir significativamente a
proporcao de células viaveis, ndo sendo as mesmas detectadas apos 90 dias nas amostras de

cogumelos e mariscos com bacteriocinas (CABO et al., 2009).
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2.6.4 Aplicagao de bacteriocinas adsorvidas a embalagens ativas de alimentos

Embalagens ativas de alimentos sdao embalagens que, além de protegerem o alimento
do ambiente externo, também atuam para estender a vida de prateleira e manter a seguranca
do alimento. Nos ultimos anos, diversos estudos tém sugerido que bacteriocinas sejam
incorporadas a filmes de embalagens, a fim de que essas bacteriocinas sejam gradualmente
liberadas, inibindo o crescimento de microrganismos durante o armazenamento do alimento
(NGUYEN et al., 2008).

Um estudo recente, realizado por pesquisadores brasileiros, desenvolveu e analisou a
atividade antimicrobiana de um filme de celulose contendo pediocina comercializada (ALTA®
2351) contra L. innocua e Salmonella spp. em presunto fatiado. A embalagem contendo 50% de
pediocina resultou na redugao de duas unidades log das células viaveis de L. innocua, quando
comparada ao controle sem bacteriocina, apés 15 dias de armazenamento a 12°C, mostrando a
potencial aplicagdo desta embalagem como um biopreservativo de alimentos. Contudo, contra
Salmonella spp., este filme promoveu uma redugéo de apenas meia unidade log em relagéo ao
controle, apds 12 dias (SANTIAGO-SILVA et al., 2009).

Jin e Zhang (2008) testaram a aplicacao de um polimero de acido polilactico (PLA) com
nisina como material antimicrobiano para embalar alimentos. A atividade antimicrobiana deste
filme foi avaliada contra L. monocytogenes, E. coli O157:H7 e Salmonella Enteritidis em meio de
cultura, em suco de laranja e em ovo liquido. A combinagcdo PLA e nisina inibiu
significativamente o crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura e em ovo liquido. A
maior inibigdo ocorreu em 24 h, sendo verificada uma contagem de L. monocytogenes 4,5 log
ufc/ml menor do que no controle. A combinag¢do de PLA e nisina reduziu a populagao celular de
E. coli O157:H7 em suco de laranja de 7,5 para 3,5 log em 72 h. O filme de PLA com nisina
resultou na redugao de duas unidades log do crescimento de S. Enteritidis no produto a base de
ovo, incubado a 24°C. Apods 21 dias a 4°C, a populagao de S. Enteritidis em ovo (3,5 log ufc/ml)
foi significativamente reduzida em relagdo a do controle (7 log ufc/ml). A inibigdo de E. coli
0O157:H7 foi maior em suco de laranja do que em meio liquido. Portanto, os resultados deste
trabalho mostraram o potencial de uso deste polimero incorporado com nisina como

embalagem bioativa em alimentos.
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2.6.5 Adicao de bacteriocinas a alimentos combinada com outros métodos

A combinacdo de diferentes métodos de conservacdo é aplicada para prevenir a
contaminacgao bacteriana ou controlar o crescimento microbiano no alimento. Os métodos de
conservagao podem atuar sinergicamente, ampliando o espectro de agdo, possibilitando a
aplicagdo de menores doses de antimicrobianos e promovendo uma prote¢gdo maior do que a
obtida por um método isoladamente (DEEGAN et al., 2006; GALVEZ et al., 2007).

Bacteriocinas associadas a quelantes de metal

Os agentes quelantes penetram na membrana externa das bactérias Gram-negativas
sequestrando ions Ca** e Mg? que estabilizam os fosfolipideos de membrana. O efeito da
nisina e de grande parte das bacteriocinas contra células Gram-negativas € baixo. No entanto, o
crescimento de patégenos Gram-negativos, como a E. coli O157:H7 e Salmonella spp., pode
ser controlado através da combinagao da bacteriocina com um agente quelante, como EDTA,
pirofosfato de sdédio, citrato e lactato, que atuam desestruturando a membrana externa e
permitindo a penetragdo da nisina, assim como de outras bacteriocinas (DEEGAN et al., 2006;
GALVEZ et al., 2007).

Um estudo recente mostrou que a combinagdo da bacteriocina cereina 8A com EDTA
resultou em uma acentuada redugao na contagem de células viaveis de S. Enteritidis, quando
comparada ao tratamento com somente a bacteriocina, mostrando a eficiéncia da combinacao

cereina 8A/agente quelante no controle deste patégeno alimentar (LAPPE et al., 2009).

Bacteriocinas associadas a redutores de nitrito

A reducao de nitrito e a adicdo de bacteriocinas podem trazer muitos beneficios para a
industria de alimentos. Por exemplo, a combinagdo de nisina com redutores de nitrito pode
retardar a formagéo de toxina botulinica em carnes, aumentar a atividade contra Leuconostoc
mesenteroides (importante deteriorante de produtos carneos), L. monocytogenes e endoésporos
de Clostridium spp. A adicdo de redutores de nitrito aumenta a atividade de lactobacilos

45

Caracterizagdo da SAM 4244, um peptideo bioativo com potencial aplicagdo como um biopreservativo de alimentos



Andreza Duarte Freitas de Souza

bacteriocinogénicos contra L. monocytogenes em carne, a atividade da enterocina EJ97 sobre
L. monocytogenes, Bacillus coagulans e Bacillus macroides e da enterocina AS-48 sobre B.
cereus (GALVEZ et al., 2007).

Bacteriocinas associadas a acidos organicos

A combinacdo de bacteriocinas com &acidos organicos pode resultar em uma maior
atividade antimicrobiana. Um exemplo disto € a combinag¢éo da pediocina comercializada (ALTA
2341) com acetato de sédio e lactato de sodio contra L. monocytogenes, em carne. Esta
combinagao se mostrou bastante eficiente no controle deste microrganismo apds estocagem
por 21 dias a 4°C (UHART, RAVISHANKAR & MARKS, 2004). Na produgédo de queijo tipo
ricota, a combinacdo de nisina com acido acético e sorbato foi capaz de controlar a
contaminagao por L. monocytogenes por 70 dias a 6°C (DAVIES et al., 1997). Outro exemplo é
a combinacdo da lacticina 3147 com lactato de sddio ou citrato de so6dio que se mostrou
eficiente no controle de C. perfringens, S. Enteritidis var. Kentucky e L. innocua DPC 1770 em
salsicha de carne suina (SCANNELL et al., 2000).

Bacteriocinas associadas a tratamento térmico

As bacteriocinas também podem ser aplicadas para que se reduza o tratamento térmico
sem se comprometer a seguranca dos alimentos. Um exemplo é a agao sinérgica de 25 Ul/ml
de nisina e 0 aquecimento do alimento a 54°C por 16 min, capaz de reduzir significativamente a
presenga de L. monocytogenes termorresistente no leite (MAISNIER-PATIN, TATINI &
RICHARD, 1995). Em um estudo recente, Naim et al. (2008) verificaram que a adi¢ao de nisina
em uma matriz alimentar contendo cenoura permitiu uma redugdo de 17 vezes no tempo de
tratamento térmico necessario para a inativagao de esporos de Clostridium sporogenes neste

alimento.
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Bacteriocinas associadas a campo elétrico pulsado

A tecnologia de campo elétrico pulsado (CEP) é um processo onde a inativagao
microbiana ocorre devido a aplicacdo de pulsos elétricos em altas voltagens. O efeito do CEP é
similar ao da eletroporagc&o bacteriana, mas a alta intensidade deste tratamento causa grande
desestruturacdo na membrana celular. Como a maioria das bacteriocinas atua na membrana
citoplasmatica, a combinagéo de bacteriocina e CEP aumenta o efeito bactericida. Além disso,
as bacteriocinas podem apresentar atividade adicional contra as bactérias que sobreviveram ao
CEP (GALVEZ et al., 2007).

Em um estudo recente, a enterocina AS-48 foi testada em combinagdo com CEP de alta
intensidade contra Lactobacillus diolivorans 29, uma estirpe produtora de exopolissacarideo
responsavel pela deterioragdo de suco de macga. Neste trabalho, os autores viram que uma
concentracao subinibitéria da enterocina AS-48, quando combinada com CEP, era responsavel
por uma alta atividade bactericida, ndo havendo detecgdo da bactéria-alvo no suco de maca,
quando armazenado a 4°C e a 22°C, por pelo menos 15 dias (VIEDMA et al., 2009b).

Bacteriocinas associadas a alta pressido

A aplicacao de alta pressdo € um método inovador no processamento € na preservacao
de alimentos. Atualmente, existe uma grande variedade de produtos alimenticios disponiveis no
mercado tratados a alta pressdo, como, por exemplo, carne de frango pronta para o consumo,
presunto fatiado, ostras processadas e sucos de frutas. Durante o processamento, o
rompimento das pontes de hidrogénio, das interagdes eletrostaticas e hidrofébicas afeta a
estrutura e a fungao das células. A desestruturagcdo da membrana externa facilita a penetragao
da bacteriocina, tornando-a eficaz contra bactérias Gram-negativas. Assim, a morte celular
causada pela alta pressao ¢ intensificada pelo uso de bacteriocinas, as quais também podem
prevenir a selecéo de células vegetativas resistentes a alta pressdo (GALVEZ et al., 2007).

Um exemplo é a combinag&o da lacticina 3147 com o tratamento a alta presséo contra L.
innocua e S. aureus em leite e em soro. Morgan et al. (2000) verificaram que a combinagao de
250 MPa (que isoladamente resultou em uma redugédo de duas unidades log das indicadoras) e
lacticina 3147 (quando aplicada sozinha promoveu uma redugao de uma unidade log) resultou
em uma redugdo de seis unidades log no niumero de células viaveis destes patégenos. Além
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disso, a combinacao de lacticina 3147 com uma pressao maior do que 400 MPa resultou em
uma atividade antimicrobiana equivalente ao dobro da obtida com a aplicacdo de 250 MPa e
lacticina 3147.

2.6.6 Adicao de bacteriocinas através da expressao heteréloga em BAL

Muitas bacteriocinas com potencial de uso como biopreservativos de alimentos, como as
estafilococcinas e as enterocinas, sdo produzidas por microrganismos que ndo possuem o
“status” GRAS. Diante disso, alguns pesquisadores tém analisado a produgcado dessas
bacteriocinas através da expressao heterdloga por BAL, especialmente lactococos (LIU et al.,
2008; BASTOS et al., 2009).

A enterocina A é uma bacteriocina produzida por Enterococcus faecium e apresenta alta
atividade contra L. monocytogenes. Recentemente, Liu et al. (2008) introduziram os genes para
a biossintese desta bacteriocina em uma estirpe de L. lactis. A estirpe transformada, capaz de
expressar de forma heteréloga a enterocina A, foi empregada como cultura iniciadora na
fermentacao de queijo tipo “cottage” e, desta forma, verificou-se a redugédo na contagem de L.
monocytogenes neste alimento. Portanto, este trabalho mostrou a potencial aplicagédo da
expressao heteréloga de bacteriocinas por estirpes de BAL.

Apesar de todos os beneficios, ha de se salientar que o uso de bacteriocinas como
biopreservativo, assim como qualquer outro método preservativo, ndo deve substituir as boas
praticas de higiene e de controle durante a producéo dos alimentos. Existem diversas medidas
de controle aplicadas a industria de alimentos para prevenir e minimizar a contaminacao
bacteriana, o que inclui cuidados na manipulagdo, sanitizagao e higiene da matéria-prima, da
fabrica, dos produtos e dos funcionarios, levando-se em consideragao as normas do programa
de pontos criticos de controle (HACCP-Hazard Analysis Critical Control Point) (DEEGAN et al.,
2006).
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2.7 OUTRAS APLICAGCOES BIOTECNOLOGICAS DAS BACTERIOCINAS

As bacteriocinas também podem ser aplicadas no tratamento de diferentes infecgdes
humanas e de animais. A Tabela 8 mostra o espectro de agdo de algumas estafilococcinas
contra patdgenos humanos e de outros animais (BASTOS et al., 2009).

A nisina, por exemplo, além de ser um biopreservativo de alimentos, pode ser aplicada
no tratamento de diferentes infeccbes, como as causadas por Streptococcus pneumoniae
multirresistentes a drogas (DIEP & NES, 2002). A nisina tem acéo sobre S. aureus, podendo
ser aplicada no controle da mastite bovina. Com esta finalidade, a nisina é comercializada como
agente ativo do “MastOut” (Pfizer). Estudos mostraram que a taxa de cura de vacas infectadas
com S. aureus tratadas com este produto (28% de 18 vacas) foi significativamente maior do que
em vacas nao tratadas (0% de 32 vacas) (BARKEMA, SCHUKKEN & ZADOKS, 2006). A nisina
€ comercializada também como agente ativo do “Wipe-Out”, que consiste em lengos contendo
nisina (ImmuCell Corporation) para a limpeza das tetas e prevencao da mastite bovina,
apresentando 6timos resultados no tratamento deste tipo de infecgdo (COTTER, HILL & ROSS,
2005).

Além da nisina, a lacticina 3147, associada a seladores de tetos, também tem
apresentado grande capacidade de prevenir a mastite bovina. Em um estudo, onde se inoculou
Streptococcus dysgalactiae nos tetos das vacas, se observou que em 61% dos tetos nao
tratados houve o desenvolvimento de mastite clinica, enquanto que somente em 6% dos tetos
tratados houve infeccao (RYAN et al., 1999). A lacticina 3147 também apresenta atividade
sobre MRSA, Enterococcus resistentes a vancomicina, S. pneumoniae resistentes a penicilina,
Propionibacterium acnes e Streptococcus mutans, podendo ser aplicada no tratamento de
infec¢des causadas por estes patdogenos (GALVIN, HILL & ROSS, 1999).
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Tabela 8 — Espectro de acao de algumas estafilococcinas contra patégenos humanos e de
animais

Bactérias Gram-negativas
Estafilococcinas Bactérias Gram-positivas e Micobactérias

L. monocytogenes -
Aureocina A70 S. aureus -
S. agalactiae -
Corynebacterium spp. -

L. monocytogenes Moraxella bovis

S. aureus -
S. agalactiae -
Corynebacterium spp. -

Aureocina A53

Estafilococcina Enterococcus faecalis Neisseria meningitidis

C55/BacR1 S. pneumoniae Neisseria gonorrhoeae
Streptococcus spp. -
S. aureus Haemophilus parassuis

Bac1829, Streptococcus suis Bordetella pertussuis
Estafilococcina C55 Corynebacterium diphteriae Bordetella bronchiseptica
Corynebacterium renale Moraxella bovis
S. aureus E. coli
Bac188 E. faecalis Salmonella enterica serovar Typhi
ac S. pneumoniae Shigella dysenteriae

C. diphteriae Mpycobacterium tuberculosis
S. aureus -

. . Streptococcus salivarius, -
EstafilococcinalYS2 | p scnes

L. monocytogenes
Actinomyces israeli

S. aureus -

Pep5 SCN ;
Corynebacterium spp. -

S. aureus B

Epidermina S. epidermidis -

S. agalactiae -
Corynebacterium spp. -

Staphylococcus spp. Neisseria spp.
Streptococcus spp. Moraxella spp.
Listeria spp. -
Corynebacterium spp. -
Clostridium spp.

Galidermina

Warnericina RB4 Alicyclobacillus acidoterrestris -

Lisostafina S. aureus -
S. epidermidis

BASTOS et al. (2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Sabendo-se que diversas estirpes de Staphylococcus spp. tém capacidade de produzir
bacteriocinas com potencial aplicagdo biotecnoldgica e que este género € prevalente em casos
de mastite bovina, o objetivo inicial do presente trabalho foi identificar novas bacteriocinas
produzidas por Staphylococcus spp. isolados de gado com mastite. Por isso, 47 estirpes de
Staphylococcus spp. foram isoladas e avaliadas quanto a produgdo de substancia
antimicrobiana (SAM). Dentre as SAM detectadas, a SAM 4244 foi a que apresentou o espectro
de acdo mais amplo. Diante disto, o principal objetivo deste trabalho foi caracterizar esta SAM e

avaliar o seu potencial de aplicacdo como um biopreservativo de alimentos.

3.2 ABORDAGENS A SEREM EMPREGADAS NESTE TRABALHO

v Teste de produgado de SAM pelo método de difusdao em agar;

v Caracterizacdo preliminar das substancias antimicrobianas produzidas pelas estirpes de

Staphylococcus spp. através da analise de sensibilidade a enzimas proteoliticas e ao NaOH,;

v Analise do perfil plasmideal das estirpes produtoras;

v Anadlise da presengca do operon aurABCD (que contém os genes codificadores da
aureocina A70), do gene aucA (codificador da aureocina A53), do gene eciA (codificador da
epicidina 280), do gene pepA (codificador da Pep5), do gene epiA (codificador da epidermina),
dos genes sacaA e sacBA (codificadores da estafilococcina C55), elkA (codificador da
epilancina K7) e do gene nukA (codificador da nukacina ISK-1) nas estirpes produtoras de SAM
através das técnicas de PCR e de hibridizacdo DNA/DNA,;

v Analise do espectro de acido das SAM,;
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v Identificacdo em espécie da estirpe Staphylococcus spp. 4244 através da analise de
rDNA 16S;

v Analise da cinética de produgdao da SAM 4244 em diferentes meios de cultura: BHI,
GBHI, M17, GM17 e TSB;

v Avaliacdo da estabilidade da SAM 4244 em diferentes temperaturas e valores de pH e

seu perfil de sensibilidade/resisténcia a enzimas proteoliticas;
v Estimativa da massa molecular da SAM 4244;
v Determinagao da cinética de agao da SAM 4244;

v Analise da atividade biopreservativa da SAM 4244 aplicada em leite contaminado com L.

monocytogenes e com S. aureus;

v Determinacao da vida de prateleira da SAM 4244 armazenada a temperatura ambiente,
a4°Cea-20°C.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ESTIRPES BACTERIANAS, CONDIGOES DE CULTIVO E ESTOCAGEM

As 47 estirpes de Staphylococcus spp., estudadas quanto a producdo de SAM, foram
isoladas de diferentes rebanhos de gado bovino e bubalino da regido sudeste do Brasil e
gentilmente cedidas pela Dra. Maria Aparecida V. P. Brito (EMBRAPA Gado de Leite — Juiz de
Fora, MG). Neste trabalho, também foram utilizadas estirpes produtoras de bacteriocinas ja
conhecidas (Tabela 9).

As estirpes bacterianas que foram empregadas como indicadoras na avaliagdo do
espectro de agao das SAM estao relacionadas na Tabela 10.

Todas as estirpes anteriormente citadas foram estocadas em meio TSB adicionado de
40% de glicerol (v/v) a -20°C, com excecdo das BAL. Estas foram estocadas em meio de leite

desnatado [leite desnatado Molico em p6 a 3,5% (p/v) e glicerol a 20% (v/v)], a -20°C.

Neste trabalho, foram utilizados os seguintes meios de cultura:

- Meio BHI: Brain Heart Infusion (Difco). O meio BHI foi utilizado em caldo, sélido
[acrescido de agar a 1,5% (p/v)] e semissolido [acrescido de agar a 0,7% (p/v)] para os testes
de producado de SAM.

- Meio TSB: Trypticase Soy Broth (Difco). O meio TSB foi utilizado em caldo, sdlido
[acrescido de agar a 1,5% (p/v)] e semissolido [acrescido de agar a 0,7% (p/v)] para os testes
de producao de SAM e de estabilidade.

- Meio Lactobacilli MRS: Man Rogosa Sharpe (Difco). Este meio foi utilizado para o
crescimento das BAL, empregadas no estudo do espectro de agdo das SAM. O meio MRS foi
utilizado em caldo, sdélido [acrescido de agar a 1,5% (p/v)] e semissdlido [acrescido de agar a
0,7% (p/v)].

- Meio M17 (Difco): foi utilizado em caldo para os testes de produgéo de SAM.

- Meio GM17 [M17 (Difco) suplementado com 5% (p/v) de glicose (Reagen)]: foi utilizado
em caldo para os testes de produgédo de SAM.

- Meio GBHI [BHI (Difco) suplementado com 5% (p/v) de glicose(Reagen)]: foi utilizado

em caldo para os testes de produgao de SAM.
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Tabela 9 — Estirpes de Staphylococcus spp. previamente estudadas, empregadas neste trabalho

ESTIRPES

CARACTERISTICAS

REFERENCIAS

S. aureus A53

S. aureus A70

S. aureus A70 Bac’

S. aureus C55

S.epidermidis Tii3298

S. epidermidis K7

S. epidermidis 5

S. epidermidis BN280

S. simulans 3299

S. aureus MB32

S. aureus MB196

Produtora da aureocina A53
Produtora da aureocina A70
Curada do plasmideo pRJ6 (codificador da aureocina A70)
Produtora da estafilococcina C55
Produtora da epidermina
Produtora da epilancina K7
Produtora da Pep5
Produtora da epicidina 280
Produtora da nukacina 3299
Estirpe hospedeira dos plasmideos de 15; 7,9 e 2,5 kb

Estirpe hospedeira dos plasmideos de 27; 10,4; 4,4 e 1,2 kb

GIAMBIAGI-DeMARVAL et al., 1990

GIAMBIAGI-DeMARVAL et al., 1990

GIAMBIAGI-DeMARVAL et al., 1990

NAVARATNA, SAHL & TAGG, 1998

ALLGAIER et al., 1986

VAN DE KAMP et al., 1995

ERSFELD-DRESSEN, SAHL & BRANDIS, 1984

HEIDRICH et al., 1998

NASCIMENTO et al., 2005

CEOTTO et al., 2009

CEOTTO et al., 2009

12°]
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Tabela 10 — Estirpes bacterianas empregadas como indicadoras no estudo sobre o espectro de
acao das SAM

ESTIRPES INDICADORAS REFERENCIA

Lactococcus lactis subsp. cremoris
L. lactis NZ 9000

L. lactis 2084

Lactobacillus sakei DSM 20017

L. casei ATCC 398

[ UL U UL U §

Bacillus cereus INCQS'
Bacillus licheniformis ATCC 12759 INCQS
Bacillus coagulans UH 2

Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953
Corynebacterium fimi NCTC 7547
Micrococcus luteus ATCC 4698

Kocuria rhizophila ATCC 9341

Enterococcus faecium E89

L UL U U UL U

Enterococcus faecalis 2758

Enterococcus spp. CL5184, CL5241, CL5244,
CL5866, CL6174, CL6179, CL6258, SS1273, SS1274,

3062-95, 3129-97, 4047-96 e 4078-96 3

L. monocytogenes ATCC 19117 INCQS
L. monocytogenes 11/LM 1

L. monocytogenes L1/L2a 1

L. monocytogenes 7898 1

L. innocua 397 1

L. innocua ATCC 33090 INCQS
Listeria spp. L4, Ly, L43, L16, L1s, L21, L2,

L25, L26! L28! AS; A7, A8; A10! A11 e A12 1
Rhodococcus equi ATCC 6939 INCQS
S. aureus ATCC 6538 INCQS
S. aureus A70 Bac’ 1
Staphylococcus spp. 254, 2S,, 2S;, 2S,, 2S;, IFRJ?

2S¢, 2H,, 2H,, 2H,, 3S,, 3H, e 4S;
Staphylococcus spp. 2, 3,4,6,7,9, 10, 11,12,

13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 23, 24, 25, 26, 30 e 50 1
Streptococcus spp. 5112, 5125, 5445, 5451, 5453,
5454, 5480, 5526, 5747, 5775, 5854 e 5858 1
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Salmonella enterica ATCC 19430 INCQS
Enterobacter aerogenes IFRJ
Citrobacter frendii IFRJ
Klebsiella pneumoniae IFRJ
Proteus mirabilis IFRJ
Proteus vulgaris IFRJ
Vibrio parahaemolyticus IFRJ
Yersinia enterocolytica IFRJ

1 — Colegao do Laboratério de Genética Molecular, IMPPG, UFRJ
2 — Colegao do Laboratério de Genética Microbiana, IMPPG, UFRJ
3 — Colegéao do Laboratério de Apoio Biotecnolégico, IMPPG, UFRJ

! Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS)
?Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ)

4.2 TESTE DE PRODUGAO DE SAM

As estirpes testadas quanto a producdo de SAM foram crescidas em 5 ml de meio BHI, a
37°C por 18 h. Em seguida, foram inoculados 5 pl da cultura, sob a forma de pontos, em
placas com meio BHI. Apds incubagdo a 37°C por 18 h, as células foram mortas por
exposicdo aos vapores de cloroférmio por 30 min. Posteriormente, a cultura da estirpe
indicadora C. fimi NCTC 7547 (previamente inoculada em BHI liquido e incubada a 37°C por
24 h) foi transferida para tubos com meio BHI semissdlido, a uma proporgéo de 0,3 ml de
cultura para cada 3 ml de BHI. A mistura dos tubos foi vertida sobre as placas, que foram
incubadas a 37°C por 18 h e, posteriormente, a producdo de SAM foi verificada através da
medi¢ao dos halos de inibicdo da estirpe indicadora (GIAMBIAGI-DeMARVAL et al., 1990).

4.3 DETERMINAGCAO DO ESPECTRO DE AGAO

O espectro de acdo das SAM foi determinado de acordo com o descrito no item 4.2,
sendo empregadas como indicadoras as bactérias relacionadas na Tabela 10. As BAL
empregadas como indicadoras foram previamente inoculadas em meio MRS liquido por 18 h a
37°C. As demais bactérias foram previamente cultivadas em meio BHI liquido por 18 h a 37°C

56

Caracterizagdo da SAM 4244, um peptideo bioativo com potencial aplicagdo como um biopreservativo de alimentos



Andreza Duarte Freitas de Souza

(com excegao do G. stearothermophilus que foi incubado a 50°C), sendo posteriormente

diluidas a 102 em solugao salina [NaCl a 0,85% (p/v)] estéril.

4.4 CARACTERIZAGAO BIOQUIMICA

A caracterizacao bioquimica preliminar foi realizada como no teste da produgédo de SAM,
detalhado anteriormente no item 4.2, sendo que, antes de se verter a estirpe indicadora C. fimi
NCTC 7547, foram adicionados 40 ul da solugao para a qual a sensibiidade da SAM foi
analisada, ao redor da regido de crescimento da estirpe produtora de SAM. Posteriormente, as
placas foram incubadas a 37°C por 4 h e a estirpe indicadora foi vertida, dando continuidade ao
procedimento, de acordo com o descrito no teste de producdo de SAM. As solugdes utilizadas
foram as seguintes: protease, pronase, proteinase K, tripsina (Sigma, 1 mg/ml, preparadas em
Tris/HCI 50 mM, pH 8,0 - CaCl, 10 mM) e NaOH 0,2 N (preparado em agua) (GIAMBIAGI-
DeMARVAL et al., 1990).

4.5 EXTRAGAO DE DNA PLASMIDEAL DE Staphylococcus spp.

As estirpes de Staphylococcus spp. foram crescidas em 5 ml de meio TSB, a 37°C por
18 h. Posteriormente, foram centrifugadas a 6.500 xg por 5 min para sedimentar as células. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi suspenso em 400 pl de tampao TE 1X (Tris/HCI
10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,8). As células foram centrifugadas nas mesmas condigdes descritas
anteriormente. Apos desprezar-se o sobrenadante obtido, as células foram suspensas em 400
pl de tampéo de lise [Tris/HCI 40 mM pH 7,8, EDTA 1 mM pH 7,5, NaCl 50 mM, sacarose 25%
(p/v)], sendo adicionados 5 ul de solugao de lisostafina (Sigma; 1 mg/ml, preparada em tampao
TE 1X) e 10 pl de lisozima (Sigma; 10 mg/ml, preparada em tampao TE 1X). A preparagao foi
incubada a 37°C por 1 h. Ap6s se verificar a viscosidade, foram adicionados 50 pl de pronase
(Sigma; 10 mg/ml, preparada em agua) e se incubou a 37°C, por 10 min. Depois, foram
adicionados 100 pl de SDS a 10% (p/v). O material foi incubado a 37°C por 10 min e, em
seguida, por 5 min a 65°C. Posteriormente, foram adicionados 60 ul de KCl 4 M. A mistura foi
colocada rapidamente no gelo e incubada por aproximadamente 20 min, ou até que ficasse
esbranquicada. A seguir, o material foi centrifugado a 14.700 xg por 20 min, a 4°C. Apods se
transferir o sobrenadante obtido para outro microtubo, foram adicionados dois volumes de
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etanol gelado e, em seguida, as amostras foram incubadas a —20°C por 18 h. Posteriormente, o
material foi centrifugado a 14.700 xg por 30 min a 4°C e o sobrenadante obtido foi desprezado.
Apods deixar-se o precipitado secar, foram adicionados 50 ul de TE 1X para dissolvé-lo e a
preparacao de DNA foi estocada a 4°C (GIAMBIAGI-DeMARVAL et al., 1990).

4.6 EXTRAGAO DE DNA GENOMICO DE Staphylococcus spp.

As estirpes foram crescidas em 5 ml de meio TSB, a 37°C por 18 h. Apds centrifugar-se
as culturas a 6.500 xg por 5 min, as células foram suspensas em 1 ml de tampéo TE 1X. Em
seguida, foi feita uma nova centrifugacio sob as mesmas condigcdes. Posteriormente, as células
foram suspensas em 900 ul do tampao Tris/HCI 50 mM, EDTA 50 mM, pH 7,8, e a suspenséao
celular foi dividida em dois microtubos, com 450 ul cada. Para Staphylococcus coagulase-
-negativos, foram adicionados 20 ul de lisozima (10 mg/ml, preparada em TE 1X) e 5 pl de
lisostafina (1 mg/ml, preparada em TE 1X). Para S. aureus, foram adicionados 5 ul de
lisostafina. As preparacbes foram incubadas a 37° C por 1 a 2 h, de acordo com a lise
observada, verificada através da viscosidade. Apds o periodo de incubagao, foram adicionados
15 yl de SDS a 20% (p/v), 55 ul de pronase (Sigma; 10 mg/ml, preparada em Tris/HCI 10 mM,
NaCl 10 mM, pH 8,0) e 10 ul de RNAse A (Sigma; 100 mg/ml em solugéo de Tris/HCI 10 mM,
NaCl 15 mM, pH 7,8) e, em seguida, as amostras foram incubadas a 37°C por 2 h.
Posteriormente, foi feito um tratamento com 600 pl de fenol/cloroférmio:alcool isoamilico
(25/24:1, viv) e, apdés 15 min, as amostras foram centrifugadas a 6.500 xg por 5 min. A fase
superior aquosa foi coletada e tratada com 600 ul de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/v).
Em seguida, foi feita uma nova centrifugacdo sob as mesmas condi¢gdes. A fase superior
aquosa foi coletada e o tratamento com cloroférmio:alcool isoamilico foi repetido. A fase
superior aquosa, foram adicionados 1/9 do volume de acetato de sédio 3 M pH 7,0 e dois
volumes de etanol absoluto gelado. Apds incubar-se a -20°C por uma noite, a preparagao foi
centrifugada a 14.700 xg, a 4°C por 30 min, e depois o sobrenadante foi desprezado. O
sedimento restante foi dissolvido em 50 ul de acetato de sodio 0,3 M pH 7,0, sendo juntados os
materiais dos dois microtubos pertencentes a mesma estirpe. Posteriormente, foram
adicionados 250 ul de etanol absoluto gelado para precipitar o DNA. Apés incubagéo a -20°C
por uma noite, o material foi centrifugado a 14.700 xg por 30 min a 4°C, o sobrenadante foi
desprezado e ao sedimento foram adicionados 300 pl de etanol a 70% (v/v) gelado. Em

seguida, o material foi centrifugado a 14.700 xg por 10 min, o sobrenadante foi desprezado, o
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sedimento foi seco e dissolvido em agua bidestilada estéril em um volume que permitisse ao
DNA entrar totalmente em solugido. Antes de se aplicar as amostras em gel de agarose para
visualizagdo do DNA, elas foram aquecidas a 55°C por no minimo 30 min. Posteriormente, as
amostras de DNA foram mantidas a 4°C (POTTER et al., 2009).

4.7 DOSAGEM DE DNA

Os DNAs empregados na PCR foram dosados por comparagdo com o DNA do fago A
digerido com a enzima Hindlll. A solugdo deste DNA foi pré-quantificada, onde cada 10 pl da
solugdo possui 1 ug de DNA. Ao se submeter este DNA a eletroforese em gel de agarose
(EGA), detectam-se sete fragmentos que possuem aproximadamente 480, 190, 130, 90, 50, 40
e 10 ng. Em vista disso, os DNAs a serem dosados foram submetidos a EGA juntamente com o
padrdo A- Hindlll e foram quantificados por comparagao visual com a intensidade das bandas
correspondentes aos fragmentos pré-quantificados do padréo.

4.8 PCR PARA A AMPLIFICAGAO DE GENES ESTRUTURAIS DE ESTAFILOCOCCINAS
CONHECIDAS

Para cada reagao de PCR, foram adicionados 7,5 ng da preparagdo de DNA (extraido
como descrito no item 4.6), 10 ul do tampao 5X de reacdo de PCR (Promega), 2,5 mM de cada
um dos desoxinucleotideos trifosfato, MgCl, a uma concentracao variavel, 50 pmol de cada um
dos oligonucleotideos iniciadores empregados (Tabela 11), 2,5 U de “Go Taq Flex-polymerase”
(Promega) e agua bidestilada g.s.p 50 ul (CEOTTO et al., 2009).

As reacdes de amplificagdo de DNA foram feitas no termociclador “Programmed Thermal
Controller” (PTC-100™, MJ Research, USA), com um ciclo nomeado MUPCR (NASCIMENTO
et al., 2005). Este ciclo consiste em uma etapa inicial de desnaturagdo a 92°C por 3 min,
seguida de 30 ciclos de 1 min a 92°C, 1 min a temperatura de anelamento [determinada de
acordo com a t,, dos oligonucleotideos iniciadores empregados para a detec¢ao de cada gene

estrutural (Tabela 11)], 1 min a 72°C e uma etapa final de extensdo de 5 min a 72 °C.
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Tabela 11 — Oligonucleotideos iniciadores, t, e concentragdes de cloreto de magnésio empregados nas PCR para a amplificagdo dos

genes estruturais de diferentes bacteriocinas

AmSI?f?:as dos Oligonucleotideos Iniciadores tn MgCl, :rzar?lir:i::i‘:) esﬁz::ral Referéncias N(;r::;:z*de
aurABCD P';,i?;f;gﬁ;ﬁgf@g:ﬁfggﬁé?'3, 42°C | 25mM 525pb | Aureocina A70 NAethlf!V'Z%gO AF241888
o | seaczs-onmmeonmommmionceees | s | ame | o | aosonanss| MSHENTO | arer
ia | e omonentce s | o | oma | e | e |CEOTIONA | wcuar
swoe | cwrsscoaononnes | o | o | asm | St | G500 0 | oo
pa | Tmeesmaennes | o | o | arm | s | R0 | s
epiA EEp;ﬁ\Féi,‘_iiﬁf:fggg’:\g’;’gifffg_‘;' 49°C | 2,5mM 431 pb Epidermina | FOTT0 €181 x62386
elkA Lo Mo AAT ARG TOATTATIC-S ac | 15mM | 171pb | Epilancina k7 | MSSMERTO T uz034s
win | goteseomemmaiee s | | s | oo | comarazo | MISMEO| iy

*Numero de Acesso: utilizado para acessar as sequéncias genéticas no GenBank, empregadas no desenho dos oligonucleotideos

iniciadores.
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4.9 ELETROFORESE DE DNA EM GEL DE AGAROSE (EGA)

Os géis de agarose (Sigma) foram preparados em tampao TAE 1X (Tris 40 mM,
acetato 40 mM e EDTA 1 mM, pH 7,8) com diferentes concentragdes de agarose
(SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989).

A visualizagdo dos DNAs obtidos pelos métodos descritos nos itens 4.5 e 4.6 foi feita
em gel de agarose a 0,7% (p/v), utilizando-se 2 ul de DNA e 1 ul de corante para
eletroforese [glicerol 50% (v/v); azul de bromofenol 0,02% (p/v); xilenocianol 0,02% (p/v);
EDTA 10 mM, pH 7,5].

Os fragmentos de DNA obtidos por PCR (item 4.8) foram visualizados em gel de
agarose a 1,4% (p/v). No gel, foram aplicados 3 ul de cada produto obtido por PCR e 1 pul de
corante para eletroforese de produto de PCR [sacarose 60% (p/v), EDTA 0,1 M; azul de
bromofenol 0,02% (p/v), pH 7,5]. Como marcador de tamanho molecular, foi utilizado o “100-
bp DNA ladder” (Promega).

As corridas foram realizadas em tampéo TAE 1X por aproximadamente 2 hou 7 h a
70 V.

Apo6s a corrida, os géis foram corados em uma solugao de brometo de etideo (1
pg/ml) por aproximadamente 20 min. Posteriormente, o DNA foi visualizado em um aparelho
transiluminador (Vilber Lourmat) de luz ultravioleta (260 nm) e a imagem foi registrada em

um sistema de imagens (Vilber Lourmat DP-001-SD).

410 DETECGCAO DOS GENES ESTRUTURAIS DAS ESTAFILOCOCCINAS POR
HIBRIDIZAGAO DNA/DNA

Apods a amplificacdo dos genes estruturais das estafilococcinas, os fragmentos de
DNA obtidos por PCR (item 4.8) foram purificados pelo sistema comercial “Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up” (Promega), de acordo com as instrugbes do fabricante, e empregados
como sondas (CEOTTO et al., 2009).

No “Southern blot” para a detecgao do operon aurABCD, foi empregado o DNA
plasmideal das estirpes 4059 e 4231 e o DNA genémico das demais estirpes digerido com
EcoRI (item 4.11). Ja no “Southern blot” para a detecgéo dos genes aucA, sacaA e sacfA,
pepA, epiA, elkA e eciA, foi empregado DNA gendmico digerido com EcoRl e para a
detecgdo do gene nukA, o DNA gendmico utilizado foi previamente digerido com Hindlll

(4.11). 30 pyl das amostras de DNA plasmideal e de DNA gendémico digerido foram
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submetidas a EGA a 0,7 % (conforme o item 4.9). Posteriormente, os géis de agarose foram
tratados com uma solugdo de HCI 0,12 N por 15 min, lavados com agua destilada e
submetidos a uma solugao de desnaturagéo (NaOH 0,2 M; NaCl 3 M) por 1 h a temperatura
ambiente, sob leve agitagao. Apos lavagem com agua destilada, os géis foram tratados duas
vezes com uma solugéo de neutralizagao (Tris/HCI 0,5 M; NaCl 3 M; pH 7,2) por 2 h, a
temperatura ambiente, sendo lavados novamente com agua destilada. Em seguida, as
amostras de DNA foram transferidas, por capilaridade, com SSC 6X (NaCl 0,9 M; citrato de
s6dio 90 mM), para membranas de nailon (Hybond-N, GE Healthcare) por 18 h a
temperatura ambiente. Apds a transferéncia, a membrana foi lavada com SSC 6X e
submetida a secagem a 80°C por 2 h (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989).

A marcacgao das sondas e as hibridizagdes DNA/DNA foram feitas empregando-se o
sistema comercial “Gene Images AlkPhos Direct Labeling and Detection System” (GE
Healthcare), conforme as instru¢des do fabricante. A hibridagao foi detectada por exposi¢cao

durante 1 h a um filme de raio X “Hyperfilm” (GE Healthcare), revelado com Dektol (Kodak).

411 DIGESTAO DE DNA COM AS ENZIMAS EcoRI E Hindlll

O DNA genbmico foi digerido com as enzimas de restrigdo EcoRI (Invitrogen) ou
Hindlll (Invitrogen), conforme as instrugbes do fabricante. As digestbes foram feitas
utilizando-se 1 ug de DNA gendmico (item 4.6) e 20 unidades da enzima em seu respectivo

tampéao, em um volume final de 40 ul, por 12 h a 37°C.

4.12 IDENTIFICACAO EM ESPECIE ATRAVES DA ANALISE DE rDNA 16S

Para a identificacao da estirpe de Staphylococcus spp. 4244, primeiramente, foram
feitas reacbes de amplificacdo de rDNA 16S empregando-se os oligonucleotideos
iniciadores 11F (5" TAA CAC ATG CAA GTC GAA CG 3) e 5R (5 GGT TAC CTT GTT
ACG ACT T 3’). O ciclo empregado consistiu em uma etapa inicial de desnaturagao a 95°C
por 3 min, seguida de 30 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 58°C (temperatura de anelamento) e
90 s a 72°C e uma etapa final de extensao a 72 °C por 5 min. Posteriormente, o fragmento
amplificado foi sequenciado (na “Norwegian University of Life Sciencies”) e sua sequéncia
foi analisada e comparada com outras sequéncias depositadas no GenBank através do

programa BLASTn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
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4.13 CINETICA DE PRODUGAO DA SAM 4244 EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

A fim de se definir as condigdes otimas para a produgcdo da SAM 4244, a estirpe
Staphylococcus spp. 4244 foi cultivada em diferentes meios de cultura: BHI, GBHI, M17,
GM17 e TSB, por 24 h. Primeiramente, a estirpe produtora foi crescida em 3 ml de meio BHI
e incubada a 37°C por 18 h. Posteriormente, 1 ml desta cultura foi inoculado em 100 ml de
cada um dos meios de cultura e incubado a 37°C, sob agitacao a 100 rpm em incubadora de
bancada CT-712 (Cientec). Nos tempos de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 24 h, foram retiradas
aliquotas de 1 ml de cada um dos meios. As aliquotas foram centrifugadas a 6.500 xg por 5
min. Os sobrenadantes obtidos foram esterilizados por tratamento térmico a 80°C por 15 min
e a producdo da SAM 4244 foi determinada através da titulagdo da SAM no sobrenadante,
de acordo com o descrito no item 4.14.

Posteriormente, 0 mesmo experimento foi realizado somente em meio BHI, sendo
retiradas duas aliquotas de 800 pl a cada hora, durante 12 h, e em 24 h. Uma das aliquotas
foi utilizada para determinagdo do crescimento bacteriano, através da leitura de DOgy em
um leitor de placas de microdiluicdo (Biotek — ELX800). A segunda aliquota foi centrifugada

e o sobrenadante obtido foi esterilizado e a SAM titulada, conforme descrito acima.

4.14 TITULAGAO DA SAM 4244 PELO METODO DE DIFUSAO EM AGAR

A atividade da SAM foi determinada através da titulagdo da SAM, feita da seguinte
forma: o sobrenadante/concentrado foi diluido de forma seriada de 1:2 até 1:512 em
microtubos contendo 200 ul de tampao fosfato de sédio (5 mM, pH 6,0). Em seguida, 0,3 ml
da cultura indicadora M. luteus ATCC 4698 (previamente crescida em 3 ml de BHI a 37°C
por 24 h), foram inoculados em 3 ml de meio BHI semissdlido e a mistura foi vertida em
placas contendo 25 ml de meio BHI. Apds a solidificagcdo do meio, foram feitos pocos de 6
mm de didmetro. Em cada poco, foram inoculados 50 ul de cada uma das diluicbes da SAM.
Posteriormente, as placas foram incubadas a 37°C por 24 h. Apés a leitura dos resultados,
foi verificada qual a maior diluicdo que ainda tinha atividade inibitéria contra a estirpe
indicadora e foram calculadas as unidades de atividade ou unidades arbitrarias (UA) por ml
da seguinte forma: o inverso da maior diluigdo com atividade inibitéria multiplicado por 20.
(MALDONADO, RUIZ-BARBA & JIMENEZ-DIAZ, 2004).
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415 CONCENTRAGAO DA SAM 4244 POR PRECIPITACAO DO SOBRENADANTE DA
CULTURA COM SULFATO DE AMONIO

A estirpe 4244 foi crescida em 5 ml de meio BHI a 37°C por 18 h. Posteriormente, 3
ml do pré-indculo foram inoculados em 300 ml de meio BHI liquido e incubados a 37°C por
24 h, sob agitagao a 100 rpm. Apds incubacgao, a cultura foi centrifugada a 11.400 xg por 15
min a 4°C. O sobrenadante obtido foi entdo submetido a precipitagdo com 40% (p/v) de
sulfato de amoénio (Reagen) por 4 h a 4°C, sob agitagdo. Em seguida, o material foi
centrifugado a 11.400 xg, por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi dissolvido em 8 ml de tampédo fosfato de sodio (5 mM, pH 6,0). Posteriormente, o
concentrado foi dialisado em membrana de exclusao de 2.000 Da (Sigma-Aldrich) por 3 dias
a 4°C, em 1 litro de tampéo fosfato de sddio, sendo feita diariamente a troca do tampéao.
Ap0s este periodo, o concentrado obtido foi ajustado, com o mesmo tampao, para o volume
de 12 ml, obtendo-se assim a substancia 25 vezes concentrada. Posteriormente, o material
foi esterilizado por tratamento térmico a 80°C por 15 min e a atividade antimicrobiana foi

determinada através de titulagdo, conforme o item 4.14.

416 ANALISE DA ESTABILIDADE DA SAM 4244

A atividade da SAM 4244 foi determinada sob diferentes condi¢des: na presenca de
enzimas proteoliticas, em diferentes temperaturas e valores de pH, a fim de se avaliar sua
estabilidade e as condigdes 6timas de atividade (MALDONADO, RUIZ-BARBA & JIMENEZ-
DIAZ, 2004).

4.16.1 Acao de enzimas proteoliticas sobre a atividade da SAM 4244

A sensibilidade da SAM 4244 a enzimas proteoliticas foi determinada empregando-
-se as enzimas tripsina (Sigma; 10 mg/ml), pronase E (Sigma; 10 mg/ml), proteinase K
(Sigma; 10 mg/ml) e pepsina (Sigma; 10 mg/ml) preparadas em Tris/HCI 50 mM - CaCl, 10
mM (pH 7,0). Para isso, 180 ul da SAM concentrada com sulfato de amdnio (2.560 UA/ml)
foram tratados com 20 pl de cada uma das enzimas proteoliticas por 4 h, a 37°C. Neste
teste, foi empregado um controle contendo 180 ul da preparagédo de SAM concentrada e 20
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pl de tampao Tris/HCI 50 mM. Apds o tratamento enzimatico, a atividade antimicrobiana foi

determinada conforme descrito no item 4.14.

4.16.2 Acao do pH sobre a atividade da SAM 4244

Para se avaliar a agao do pH sobre a atividade da SAM 4244, 180 ul da preparagao
de SAM com atividade de 2.560 UA/mI foram tratados em diferentes valores de pH. O pH da
solugao foi ajustado com HCI 0,12 N ou 0,2 N e NaOH 0,1 M ou 0,2 M para 3,0, 6,0
(controle), 9,0 e 11,0. Apos 4 h a temperatura ambiente, o pH foi reajustado para 6,0 com as
mesmas solugdes. Em seguida, foi verificada a atividade antimicrobiana de cada uma das

amostras como descrito no item 4.14.

4.16.3 Acao da temperatura sobre a estabilidade da SAM 4244

A fim de se verificar a termoestabilidade da SAM 4244, uma preparacdo da SAM
(2.560 UA/mI) foi submetida a tratamentos a 65°C e 80°C, por 15 e 30 min; 100°C, por 5 e
15 min, e 121°C (autoclavagao), por 15 min. Apds os tratamentos térmicos, foi verificada a
atividade antimicrobiana (item 4.14). Como controle, foi empregada a SAM 4244
concentrada submetida somente ao tratamento térmico inicial (80°C por 15 min) para a

esterilizacao do material (item 4.15).

4.17 ESTIMATIVA DA MASSA MOLECULAR DA SAM 4244 POR ELETROFORESE EM
GEL DE POLIACRILAMIDA COM DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS-PAGE)

A SDS-PAGE foi feita com o lisado proteico da estirpe 4244 e com o sobrenadante

concentrado (item 4.15) tratado, a fim de se estimar a massa molecular da SAM 4244,

4.17.1 Extracao de proteinas

A estirpe Staphylococcus spp. 4244 foi crescida em 3 ml de meio BHI, a 37°C por 18

h. Posteriormente, 1 ml da cultura foi inoculado em 10 ml de meio BHI. Apds incubacgao a
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37°C por 1 h, a cultura foi centrifugada a 6.500 xg por 10 min e o sedimento resultante foi
submetido a duas lavagens com 1 ml de tampao TE 1X. Em seguida, o sedimento foi
suspenso em 100 ul de tampao TE 1X com 5 pl de lisozima (10 mg/ml, preparada em TE
1X) e 5 yl de lisostafina (1 mg/ml, preparada em TE 1X) e incubado a 37°C. Apds 2 h de
incubagao, foram adicionados 100 pl do tampao de tratamento [0,7% (v/v) de Tris/HCI 0,5 M
(pH 6,8); 0,04% (p/v) de SDS; 0,2% (v/v) de glicerol; 0,1% (v/v) de B-mercaptoetanol e 0,2%
(p/v) de “coomassie blue” (Sigma)] e a preparagao foi submetida a 100°C por 5 min.
Posteriormente, a preparagao foi centrifugada por 5 min a 6.500 xg e o sobrenadante foi

entao coletado em um microtubo estéril e estocado a -20°C (SANTOS et al., 2009).

4.17.2 Tratamento do sobrenadante concentrado

Foram adicionados 100 pl do tampdo de tratamento a 100 uyl do sobrenadante
concentrado com sulfato de aménio. Posteriormente, a preparacao foi submetida a 100°C
por 5 min e centrifugada a 6.500 xg por 10 min. O sobrenadante obtido foi armazenado a
-20°C.

4.17.3 SDS-PAGE

A eletroforese de proteinas foi feita em gel de poliacrilamida, composto de gel de
empilhamento [stacking gel; 4,8% (p/v) de acrilamida bis-acrilamida (29:1); 25% (v/v) de
Tris/HCI 0,5 M (pH 6,8); 0,1% (p/v) de SDS; 0,1 % (p/v) de persulfato de aménio e 0,14%
(v/v) de Temed, preparado em agua bidestilada estéril] e de separagéo [7,5% (p/v) de
acrilamida bis-acrilamida (29:1); 37,5% (v/v) de Tris/HCI 0,5 M (pH 8,8); 0,1% (p/v) de SDS;
10% (v/v) de glicerol; 0,06% (p/v) de persulfato de aménio e 0,06% (v/v) de Temed,
preparado em agua bidestilada estéril]. As amostras do material proteico e o padréo de
massa molecular (“Protein Ladder — BenchMark”; Invitrogen) foram aplicados em duplicata
no gel e submetidos a uma corrente de 25 mA em tampéo de corrida [0,3% (p/v) de Tris-
base; 1,4 % (p/v) de glicina; 0,1 % (p/v) de SDS, preparado em agua bidestilada estéril].
Apbs 2 h, o gel foi dividido em duas partes.

A primeira parte foi corada com solugdo corante [12,5% (v/v) da solugcéo estoque
contendo: 2% (p/v) de “coomassie blue R250” em agua bidestilada estéril; 10% (v/v) de

acido acético; 40% (v/v) de metanol, preparada em agua bidestilada] por 18 h, sendo,
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posteriormente, tratada com a solugdo descorante | [50% (v/v) de metanol; 10% (v/v) de
acido acético, preparada em agua bidestilada estéril] por 45 min, e com a solucdo
descorante Il [5 % (v/v) de metanol; 7% (v/v) acido acético, preparada em agua bidestilada
estéril], até que as bandas ficassem bem nitidas no gel (LAEMMLI, 1970).

A segunda parte foi empregada para a verificagdo de atividade inibitéria das
amostras. Para isto, o gel foi tratado com 100 ml da solugdo de Triton X-100 a 1% (v/v;
preparada em agua destilada estéril) por 1 h a temperatura ambiente, sob agitagdo, para a
remogao do SDS. Posteriormente, o gel foi lavado trés vezes (20 min cada) com agua
destilada estéril e transferido para uma placa contendo 50 ml de meio BHI. Em seguida,
foram vertidos 10 ml de meio BHI semissoélido contendo 100 pl da estirpe indicadora M.
luteus ATCC 4698 (previamente crescida em meio BHI por 18 h a 37°C). Apds incubacao a
37°C por 24 h, foi avaliada a presenca de zona de inibicdo (BHUNIA et al., 1987).

418 ANALISE DA CINETICA DE AGAO DA SAM 4244

Para a determinacgao da cinética de acao da SAM 4244, a uma cultura em meio TSB
contendo aproximadamente 10’ ufc/ml da estirpe indicadora L. monocytogenes ATCC
19117, foram adicionadas 1.000 UA/ml da preparagdo da SAM 4244 concentrada (item
4.15). Como controle, foi empregada a cultura de L. monocytogenes ATCC 19117 sem a
adicao da SAM, sendo adicionado um volume correspondente de tampao fosfato de sddio (5
mM, pH 6,0). Em seguida, 200 pl de cada uma das culturas, com e sem a adicdo de SAM
4244, foram inoculados em oito pogos de uma placa de microdiluicdo. A placa de
microdilui¢cdo foi incubada a 37°C e a cada duas horas, durante 8 h, foram feitas leituras da
DOegoo em leitor de placas de microdiluicdo (Biotek — ELX800). Apds cada leitura, foram
retirados 200 pl de uma das amostras com bacteriocina e do controle. Posteriormente, foi
feita a contagem de unidades formadoras de col6nia por ml (ufc/ml), conforme descrito no
item 4.19.

419 CONTAGEM DO NUMERO DE CELULAS VIAVEIS
Para a determinacgao de ufc,100 pl das amostras foram diluidos de forma seriada em
900 pl de salina estéril e 100 pl das diluicdes de 10* a 107 foram semeados em placas de

67

Caracterizagdo da SAM 4244, um peptideo bioativo com potencial aplicagdo como um biopreservativo de alimentos



Andreza Duarte Freitas de Souza

Petri contendo 20 ml de meio TSB. As placas foram entdo incubadas a 37°C por 24 ou 48 h,

para a posterior contagem de colénias.

4.20 ANALISE DE ATIVIDADE DA SAM 4244 EM LEITE DESNATADO UHT E EM MEIO
TSB

A fim de se avaliar a capacidade biopreservativa da SAM 4244, a sua atividade
antimicrobiana foi analisada contra L. monocytogenes ATCC 19117 e S. aureus A70 Bac
(estirpe A70, isolada de leite comercializado, curada do plasmideo bacteriocinogénico) em
leite desnatado UHT (Elegé). Neste experimento, uma amostra de 5 ml de leite foi inoculada
com 107 ufc/ml de L. monocytogenes ATCC 19117 e uma segunda amostra com S. aureus
A70 Bac’, sendo, posteriormente, adicionadas 1.000 UA/mI da SAM 4244 concentrada a
cada uma das amostras. Concomitantemente, foram feitos os controles de crescimento das
estirpes indicadoras em leite, sendo adicionado igual volume de tampao fosfato de sédio (5
mM, pH 6,0) em substituicdo a SAM 4244. As amostras e os controles foram incubados a
37°C e, nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8 e 24 h, foram feitas as contagens do nimero de células
viaveis, conforme descrito no item 4.19. Paralelamente, este mesmo procedimento foi feito
empregando-se meio TSB, com o objetivo de se comparar a atividade da SAM 4244 em

meio de cultura e em leite (BIZANI et al., 2008, modificado).

4.21 DETERMINAGAO DA VIDA DE PRATELEIRA DA SAM 4244

A fim de se determinar a vida de prateleira da SAM 4244, o sobrenadante
concentrado (conforme descrito no item 4.15) foi distribuido em aliquotas de 2 ml e
armazenado a -20°C, 4°C e a temperatura ambiente. A atividade antimicrobiana das
amostras estocadas a 4°C e a temperatura ambiente foi avaliada semanalmente (conforme
descrito no item 4.14), durante seis meses. A atividade das amostras armazenadas a -20°C

foi verificada a cada més, durante um ano e meio.
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5. RESULTADOS

5.1 TESTE DE PRODUGAO DE SAM

As 47 estirpes de Staphylococcus spp. isoladas de gados com mastite de diferentes
rebanhos foram analisadas quanto a producdo de SAM, de acordo com o método descrito
no item 4.2. Dentre estas 47 estirpes, 26 (55,3%) apresentaram atividade inibitéria contra a
estirpe indicadora, C. fimi (dados ndo mostrados). No entanto, somente as SAM produzidas
pelas estirpes 4059, 4231, 4244, 5409 e 5580 apresentaram halos de inibicdo maiores do

que 20 mm de diametro (Tabela 12), sendo selecionadas para os estudos posteriores.

Tabela 12 — Atividade das SAM produzidas por estirpes isoladas de gado com mastite
contra a indicadora C. fimi.

Estirpes H?L‘;i \23 Lgmig‘gjo*
4059 35,0 (+2,0)
4231 35,5 (+2,3)
4244 28,0 (+0,3)
5409 29,5 (+1,1)
5580 28,0 (+1,7)

* Didmetro dos halos de inibigdo em milimetros.

Estes resultados foram obtidos a partir da média de trés experimentos independentes.

5.2 CARACTERIZAGAO BIOQUIMICA DAS SAM

Todas as SAM foram resistentes ao hidroxido de saédio.

Quanto a sensibilidade a enzimas proteoliticas, todas as SAM foram sensiveis a pelo
menos uma das enzimas empregadas, com exceg¢do da SAM produzida pela estirpe 4244
(Tabela 13). A SAM 4231 apresentou um perfil de sensibilidade igual ao da aureocina A70,
sendo sensivel a todas as enzimas proteoliticas testadas. A SAM 4244 se mostrou

resistente a todas as enzimas proteoliticas empregadas.

69

Caracterizagdo da SAM 4244, um peptideo bioativo com potencial aplicagdo como um biopreservativo de alimentos



Andreza Duarte Freitas de Souza

Tabela 13 — Perfil de sensibilidade das SAM a enzimas proteoliticas e ao hidréxido de sédio.

Tratamento com
Estirpes Protease Pronase Tripsina Proteinase K NaOH
4059 Resistente Resistente Sensivel Sensivel Resistente
4231 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Resistente
4244 Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente
5409 Resistente Sensivel Resistente Sensivel Resistente
5580 Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente
A70’ Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Resistente

A estirpe A70, produtora da aureocina A70, foi empregada como controle de sensibilidade neste
experimento.
Estes resultados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes.

5.3 PERFIL PLASMIDEAL DAS ESTIRPES PRODUTORAS DE SAM

Apos a extragdo de DNA plasmideal e a EGA a 0,7% (itens 4.5 e 4.9), foi feita uma
analise do perfil plasmideal das cinco estirpes produtoras de SAM. Desta forma, pode-se
verificar que as estirpes 4244 e 5580 nao apresentaram plasmideos. As estirpes 4059 e
4231 apresentaram trés formas plasmideais e a estirpe 5409, duas formas plasmideais
(Figura 7).

Utilizando-se como padrao as estirpes MB32 (com plasmideos de 15 kb, 7,9 kb e 2,5
kb) e MB196 (com plasmideos de 27 kb, 10,4 kb, 4,4 kb e 1,2 kb), foi feita uma estimativa do
tamanho molecular das formas plasmideais visualizadas. Desta forma, pdde-se verificar que
as estirpes 4059 e 4231 apresentam formas plasmideais com tamanhos de
aproximadamente 14,0; 12,0 e 8,0 kb, similares aos das formas do plasmideo pRJ6 da

estirpe A70. Ja a estirpe 5409 possui duas formas plasmideais de 3,4 e 5,5 kb.
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Figura 7 — Perfil de DNA plasmideal das estirpes de Staphylococcus spp. produtoras de
SAM, determinado através de EGA a 0,7% (p/v) por 7 h a 70 V. As colunas A e B
correspondem as estirpes MB32 e MB196, cujos plasmideos foram empregados como
padrdo de tamanho molecular. Coluna C, estirpe A70; D, 4059; E, 4231; F, 4244; G, 5409;
H, 5580.
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5.4 AMPLIFICACAO DE GENES CODIFICADORES DE ESTAFILOCOCCINAS
CONHECIDAS

A técnica de PCR (descrita no item 4.7) foi empregada a fim de se verificar se as
estirpes de Staphylococcus spp. 4059, 4231, 4244, 5409 e 5580 possuem os genes
codificadores de algumas estafilococcinas ja descritas na literatura.

Ao se empregar os oligonucleotideos iniciadores P5R e PG6F, verificou-se
amplificacdo nas estirpes 4059 e 4231, porém ndo houve amplificagdo nas demais estirpes.
A deteccao do fragmento de cerca de 525 pb (Figura 8) nestas duas estirpes indica a
presenga do operon aurABCD, que possui os genes codificadores da aureocina A70.

Nas demais PCR, onde foram empregados diferentes oligonucleotideos iniciadores
responsaveis pela amplificacdo dos genes aucA, nukA, sacaA e sacBA, pepA, epiA, elkA e
eciA, houve amplificacdo apenas nos controles positivos (dados nao mostrados). Estes
resultados sugerem que estes genes nao estdo presentes nas estirpes 4059, 4231, 4244,
5409 e 5580.

1.500 pb -

—525pb

100 pb —

Figura 8 — Analise dos produtos de amplificagdo do operon aurABCD através de EGA a
1,4% (p/v), por 2 h a 50 V. A coluna A corresponde ao padrao “100-bp DNA ladder”; B,
estirpe A70, empregada como controle positivo; C, 4059; D, 4231; E, 4244; F, 5409; G,
5580; H, S. aureus A53 (produtora da aureocina A53; controle negativo).
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5.5 HIBRIDIZAGAO DNA/DNA PARA A DETECGAO DOS GENES CODIFICADORES DE
ESTAFILOCOCCINAS CONHECIDAS

A hibridizacdo DNA/DNA (item 4.10) foi empregada a fim de se confirmar a
presencga/auséncia dos genes estruturais de oito estafilococcinas ja descritas na literatura
nas estirpes de Staphylococcus spp. 4059, 4231, 4244, 5409 e 5580.

Ao se empregar a sonda para a deteccao do operon aurABCD, foi observada a
hibridizacdo com o DNA das estirpes 4059 e 4231, confirmando o resultado da PCR. Além
disso, verificou-se que a hibridizacdo ocorreu na regido correspondente as trés formas
plasmideais encontradas nas duas estirpes (Figura 9). Quanto as estirpes 4244, 5409 e
5580, ndo houve hibridizagdo, mostrando que estas estirpes nao possuem o0s genes
estruturais para a producao da aureocina A70.

Quando foram utilizadas sondas para a deteccdao dos genes estruturais das
estafilococcinas aureocina A53 (aucA), nukacina ISK-1 (nukA) estafilococcina C55 (sacaA e
sacBA), pep5 (pepA), epidermina (epiA), epilancina K7 (elkA) e epicidina 280 (eciA), nao
houve hibridizagdo com os DNAs testados, somente com os controles positivos (dados néo
mostrados). Estes resultados confirmaram os resultados obtidos pela PCR, ou seja, a
auséncia dos genes pesquisados.

A B C D E F G

- 0OC

— Linear

- CCC

Figura 9 — Hibridizagdo DNA/DNA, empregando-se sonda para a detecgdo do operon
aurABCD. A coluna A corresponde a estirpe A70, empregada como controle positivo; B,
4059; C, 4231; D, 4244; E, 5409; F, 5580 e G, S. aureus A53 (controle negativo). OC, circulo
aberto; CCC, circulo covalentemente fechado.
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5.6 DETERMINACAO DO ESPECTRO DE AGAO DAS SAM

Inicialmente, foi feita a determinacdo do espectro de acdo das cinco estirpes
produtoras de SAM contra treze estirpes indicadoras, pertencentes aos géneros
Lactobacillus, Lactococcus, Micrococcus, Listeria e Enterococcus (Tabela 14). Através deste
teste, verificou-se que as SAM produzidas pelas estirpes 4059 e 4231 foram capazes de
inibir todas as estirpes empregadas como indicadoras, exceto as estirpes do género
Enterococcus. A SAM 5409 inibiu a maioria das indicadoras, exceto L. monocytogenes
11/LM, L. innocua ATCC 33090 e as duas estirpes do género Enterococcus. Ja a SAM
produzida pela estirpe 5580 inibiu as indicadoras: L. casei ATCC 398, L. lactis subsp.
cremoris, L. lactis NZ 9000, L. lactis 2084, L. sakei DSM 20017, M. luteus ATCC 4698, L.

monocytogenes 7898 e E. faecium E89.

Tabela 14 — Espectro de agao das estirpes produtoras de SAM

Estirpes produtoras

Estirpes Indicadoras 4059 4231 4244 5409 5580
Lactobacillus casei ATCC 398 8 26 30 31 15
Lactobacillus sakei DSM 20017 29 23 33 28 19
Lactococcus lactis subsp. cremoris 23 18 30 26 08
Lactococcus lactis NZ 9000 21 20 30 24 23
Lactococcus lactis 2084 23 20 30 26 27
Micrococcus luteus ATCC 4698 21 23 38 14 24
Listeria monocytogenes 11/LM o4 26 30 ) )
Listeria monocytogenes L1/L2a o4 22 29 33 )
Listeria monocytogenes 7898 21 22 26 18 151
Listeria innocua 397 8 26 30 25 )
Listeria innocua ATCC 33090 24 23 30 ) )
Enterococcus faecium E89 i ) 31 ) oo cr
Enterococcus faecalis 2758 i ) 29 3 3

Os numeros representam o diametro dos halos de inibigdo em milimetros.
Os resultados representam a média de trés experimentos independentes.
° coldnias resistentes no halo de inibicio; ' halo de inibicdo turvo; —, auséncia de inibicdo.

74

Caracterizagdo da SAM 4244, um peptideo bioativo com potencial aplicagdo como um biopreservativo de alimentos



Andreza Duarte Freitas de Souza

Dentre as cinco SAM, a 4244 foi a que apresentou o espectro de agcao mais amplo,
inibindo todas as estirpes indicadoras empregadas inicialmente (Tabela 14). Posteriormente,
a atividade da SAM 4244 foi avaliada contra outras 99 estirpes de diferentes géneros
(Tabela 15), verificando-se que esta SAM foi capaz de inibir as estirpes de B. coagulans, G.
stearothermophilus, Kocuria rhizophila e Rhodococcus equi, além de inibir todas as estirpes
de Staphylococcus spp. isoladas de gado com mastite, de Listeria spp. isoladas de
alimentos e de Streptococcus spp. e a maioria das estirpes de Staphylococcus spp. isoladas
de saladas, empregadas como indicadoras. A SAM 4244 também apresentou atividade
antimicrobiana contra todas as estirpes de Enterococcus spp. testadas, incluindo algumas
resistentes a vancomicina (VRE). Contudo, a SAM 4244 nao apresentou atividade inibitéria
contra B. cereus e B. licheniformis, nem contra as estirpes de bactérias Gram-negativas de
diferentes géneros empregadas neste teste. Diante do amplo espectro de acdo da SAM

4244, esta substancia foi selecionada para os estudos posteriores.

Tabela 15 — Espectro de acdo da SAM 4244

Estirpes Indicadoras Halos de Inibigcao (desvio-padréo)

Bacillus cereus -

Bacillus licheniformis ATCC 12759 -

Bacillus coagulans UH 21 (1,7)
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 25 (1,5)
Kocuria rhizophila ATCC 9341 38 (2,3)
Rhodococcus equi ATCC 6939 32 (0,7)
Staphylococcus aureus ATCC 6538 31(0,5)
Listeria monocytogenes ATCC 19117 32 (1,7)
Listeria spp. L, 24 (1,5)
Listeria spp. L, 37(0,5)
Listeria spp. L3 24 (0,6)
w Listeria spp. L1 28 (1,8)
-% Listeria spp. Lqg 25 (0,5)
E Listeria spp. Ly 25 (2,0)
< Listeria spp. L2 22 (1,5)
Listeria spp. Los 24 (1,3)
Listeria spp. Le 27(1,1)
Listeria spp. Lag 30 (1,5)

75

Caracterizagdo da SAM 4244, um peptideo bioativo com potencial aplicagdo como um biopreservativo de alimentos



Andreza Duarte Freitas de Souza

Estirpes Indicadoras Halos de Inibi¢ao (desvio-padrio)
Listeria spp. As 25(1,1)
o Listeria spp. A7 25 (0,5)
"% Listeria spp. Ag 26 (1,7)
g Listeria spp. Aqo 24 (1,5)
Listeria spp. A1 28 (0,5)
Listeria spp. A2 32 (2,0)
Staphylococcus spp. 2 34 (1,5)
Staphylococcus spp. 3 34 (1,1)
Staphylococcus spp. 4 27 (0,5)
Staphylococcus spp. 6 31 (1,7)
Staphylococcus spp. 7 32 (2,0)
Staphylococcus spp. 9 31 (1,5)
Staphylococcus spp. 10 30 (1,1)
Staphylococcus spp. 11 32 (0,5)
Staphylococcus spp. 12 33 (1,5)
© Staphylococcus spp. 13 29 (1,7)
% Staphylococcus spp. 14 33 (2,0)
g Staphylococcus spp. 15 35 (1,1)
g Staphylococcus spp. 16 32 (0,5)
Staphylococcus spp. 17 32 (1,5)
Staphylococcus spp. 18 36 (0,7)
Staphylococcus spp. 19 34 (1,1)
Staphylococcus spp. 23 34 (0,5)
Staphylococcus spp. 24 32 (0,5)
Staphylococcus spp. 25 34 (1,5)
Staphylococcus spp. 26 27 (1,1)
Staphylococcus spp. 30 30 (0,6)
Staphylococcus spp. 50 31(1,5)
Staphylococcus spp. 2S, 31 (2,0)
Staphylococcus spp. 2S, 25 (0,5)
© Staphylococcus spp. 2S; 24 (1,1)
% Staphylococcus spp. 2S, 27 (1,5)
@ Staphylococcus spp. 2S5 29 (1,1)
Staphylococcus spp. 2Sg 31 (1,7)
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Estirpes Indicadoras Halos de Inibigao (desvio-padréo)
Staphylococcus spp. 2H, 29 (0,5)
Staphylococcus spp. 2H, 30 (1,5)
Staphylococcus spp. 2H; 29 (0,6)
Staphylococcus spp. 3S, 23 (1,1)
Staphylococcus spp. 3H, 19 (0,6)
Staphylococcus spp. 4S, 24 (0,5)
Staphylococcus spp. 4H, 27 (1,5)
Staphylococcus spp. 5S4 30 (0,5)
Staphylococcus spp. 5S, 25 (0,6)
Staphylococcus spp. 5H 27 (1,7)

g Staphylococcus spp. 6H, 18 (1,5)
» Staphylococcus spp. 6H4q 26 (1,2)
Staphylococcus spp. 8S, 24 (1,1)
Staphylococcus spp. 8S, 21 (0,6)
Staphylococcus spp. 8H, 22 (1,5)
Staphylococcus spp. 9S, 29 (0,5)
Staphylococcus spp. 10S3 32 (1,1)
Staphylococcus spp. 10H, 27 (0,5)
Staphylococcus spp. 13S, 25 (2,0)
Staphylococcus spp. 13S3 30 (1,1)
Staphylococcus spp. 13H; 30 (1,5)
Streptococcus spp. 5112 22 (2,0)
Streptococcus spp. 5125 30 (1,5)
Streptococcus spp. 5445 35 (1,1)
_g Streptococcus spp. 5451 28 (1,5)
é Streptococcus spp. 5453 31°7(2,3)
;‘% Streptococcus spp. 5454 27 (1,1)
©
= Streptococcus spp. 5480 28 (0,5)
Streptococcus spp. 5526 28 (2,0)
Streptococcus spp. 5747 26 (1,7)
Streptococcus spp. 5775 19 (1,5)
Streptococcus spp. 5854 30 (1,0)
Streptococcus spp. 5858 25 (0,6)
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Estirpes Indicadoras Halos de Inibigao (desvio-padréo)
Enterococcus spp. CL5184 26 (1,5)
Enterococcus spp. CL5241 26 (1,5)
Enterococcus spp. CL5244 25 (0,5)
" Enterococcus spp. CL5866 28 (0,5)
§ Enterococcus spp. CL6174 27 (0,5)
E Enterococcus spp. CL6179 30 (1,0)
_§ Enterococcus spp. CL6258 32 (0,6)
‘L—E, Enterococcus spp. SS1273 25 (0,6)
Enterococcus spp. SS1274 25 (2,0)
Enterococcus spp. 3062-95 25 (0)
Enterococcus spp. 3129-97 25 (0,6)
Enterococcus spp. 4047-96 27 (1,0)
Enterococcus spp. 4078-96 27 (1,0)

Os numeros representam o didmetro dos halos de inibicao em milimetros.

Os resultados representam a média e o desvio-padrao de trés experimentos
independentes..

—, auséncia de inibi¢ao; R presenga de colbnias resistentes no halo de inibigao.

5.7 IDENTIFICAGAO EM ESPECIE DA ESTIRPE 4244 ATRAVES DA ANALISE DE rDNA
16S

A estirpe Staphylococcus spp. 4244 foi identificada ao nivel de espécie através da
analise da sequéncia de rDNA 16S, que revelou uma similaridade de 99% com

Staphylococcus hyicus.
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5.8 CINETICA DE PRODUGAO DA SAM 4244 EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

A cinética de produgdo da SAM 4244 foi determinada nos meios BHI, GBHI, M17,
GM17 e TSB durante 24 h a 37°C (Figura 10). Ao se avaliar a produgcdo nos diferentes
meios de cultura, verificou-se que a atividade antimicrobiana foi primeiramente detectada em
meio TSB, apds 3 h de cultivo, enquanto que nos demais meios foi detectada inicialmente
apo6s 4 h. Nos meios GM17, TSB e GBHlI, o titulo maximo de atividade antimicrobiana obtido
foi 80 UA/mI, observado apds 4 h, 6 h e 24 h de cultivo, respectivamente. Dentre os cinco
meios de cultura, a producdo de SAM 4244 foi maxima nos meios BHI e M17 (160 UA/ml)
apos 8 h de cultivo, mantendo-se estavel apds 24 h. Diante deste resultado, o meio BHI foi o

escolhido para a producédo da SAM 4244,
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Figura 10 — Cinética de produgédo da SAM 4244 nos meios BHI (==p=), GBHI | =jl}= ), M17 | ),

GM17 (===) e TSB (==t==) a 37°C durante 24 h de cultivo da estirpe Staphylococcus spp. 4244.

Estes resultados representam a média de trés experimentos independentes (desvio-padréo igual a
zero).
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5.9 CINETICA DE CRESCIMENTO E DE PRODUGAO DA SAM 4244 EM MEIO BHI

A cinética de crescimento da estirpe 4244, quando comparada a cinética de
produgcéo da SAM, em meio BHI, revelou que a maxima produgao desta bacteriocina (8 h;
160 UA/ml) ocorre ainda na fase exponencial de crescimento da estirpe produtora (Figura
11). Adicionalmente, verificou-se que, entre 12 e 24 h, a cultura ainda ndo estd em fase
estacionaria de crescimento, havendo ainda uma elevagao na DOgyo apos 24 h de cultivo.
Paralelamente, a atividade antimicrobiana de 160 UA/ml manteve-se constante entre 8 e 24
h de cultivo, sugerindo que esta SAM seja realmente resistente as enzimas proteoliticas

liberadas no meio de cultura, conforme visto anteriormente no item 5.2.
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Figura 11 — Cinética de crescimento ( === e produ¢cédo da SAM 4244 (== ) em meio BHI durante
cultivo da estirpe Staphylococcus spp. 4244 a 37°C por 24 h. Os titulos de atividade representam a

média de trés experimentos independentes com desvio-padrao igual a zero.
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510 CONCENTRAGAO DA SAM 4244
Apbs a concentragdo do sobrenadante da cultura (160 UA/ml) com sulfato de

amonio, foi obtida uma atividade de 5.120 UA/mI da SAM 4244 contra a indicadora M. luteus
(Figura 12).
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Figura 12 — Titulagdo da SAM 4244 apds concentragdo com sulfato de aménio, utilizando-se M.

luteus como indicadora. Os numeros correspondem as diluigdes seriadas do concentrado.

5.11 DETERMINAGAO DAS PROPRIEDADES DA SAM 4244

5.11.1 Sensibilidade da SAM 4244 a enzimas proteoliticas

O teste de sensibilidade da SAM 4244 as enzimas proteoliticas mostrou que a SAM
4244 foi resistente a pepsina e a tripsina, mantendo a atividade de 2.560 UA/ml. Apds o
tratamento com as enzimas pronase E e proteinase K foi verificada uma redugao de 75 e de

50%, respectivamente, na atividade da SAM contra a indicadora M. luteus (Tabela 16).
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5.11.2 Acao do pH sobre a atividade da SAM 4244

A partir de uma solugédo da SAM 4244 com atividade de 2.560 UA/ml, verificou-se
que a atividade antimicrobiana foi mantida apds ser submetida aos valores de pH 3,0; 6,0
(controle); 9,0 e 11,0, por 4 h, mostrando que esta SAM é estavel em uma ampla faixa de
pH (Tabela 16). Vale ressaltar que, nos trés experimentos realizados, observou-se um
relativo aumento nos halos de inibicdo das amostras tratadas com pH 9,0 e 11,0 (quando
comparadas ao controle), sem, contudo, haver aumento no titulo de atividade antimicrobiana
(Figura 13).

Tabela 16 — Estabilidade da SAM 4244 sob acao de diferentes valores de pH, temperaturas

e enzimas proteoliticas

Tratamento Atividade (UA/mI)
Pepsina 2.560 UA/mI
Pronase 640 UA/mI
Proteinase K 1.280 UA/mlI
Tripsina 2.560 UA/mI
pH 3,0 2.560 UA/mI
pH 6,0 2.560 UA/ml
pH 9,0 2.560 UA/mI
pH 11,0 2.560 UA/mI
65°C — 15 min 2.560 UA/mI
65°C — 30 min 2.560 UA/mI
80°C — 15 min 2.560 UA/mI
80°C — 30 min 2.560 UA/mI
100°C — 5 min 2.560 UA/mI
100°C — 15 min 2.560 UA/mI
121°C — 15 min (autoclavaggo) 1.280 UA/mI
Controle 2.560 UA/mi

Estes resultados representam a média de trés experimentos independentes
(desvio-padrao igual a zero).
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Figura 13 — Atividade da SAM 4244 contra M. luteus sob agédo de pH 6,0 (A) e pH 11,0 (B). Os

numeros correspondem as diluicbes da SAM 4244.

5.11.3 Acao da temperatura sobre a atividade da SAM 4244

A SAM 4244 manteve a atividade antimicrobiana apds ser submetida aos
tratamentos a 65°C e a 80°C por 15 e 30 min (Tabela 16). Apds os tratamentos a 100°C por
5 e 15 min, também nao foi verificada perda de atividade da SAM, sendo mantida a
atividade de 2.560 UA/ml. Contudo, ap6s 15 min a 121°C, a atividade foi reduzida para
1.280 UA/ml (Figura 14). Estes resultados mostraram que a SAM 4244 é altamente

termorresistente.

Figura 14 — Atividade da SAM 4244 contra M. luteus ap6s tratamento térmico a 100°C por 15 min (A)

e 121°C por 15 min (B). Os nimeros correspondem as diluigdes da SAM 4244,
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5.12 ESTIMATIVA DA MASSA MOLECULAR DA SAM 4244

O perfil proteico da estirpe S. hyicus 4244 pela SDS-PAGE revelou pelo menos 30
bandas com peso molecular entre 220 e 20 kDa e, no minimo, trés com massa molecular
menor do que 20 kDa. Ao se comparar este perfil proteico com a zona de inibigcdo da estirpe
indicadora, visualizada no gel testado quanto a atividade antimicrobiana, verificou-se que a
zona de inibigdo correspondia a uma das bandas de peso molecular menor do que 20 kDa
(Figura 15).

220 kDa

50 kDa

30 kDa

20 kDa

Figura 15 — Perfil de atividade da SAM em SDS-PAGE. (1) Parte do gel corada com “Coomassie
Blue” a fim de se observar o perfil de proteinas da estirpe S. hyicus 4244 (coluna B); coluna A, padrao
de peso molecular (10 — 220 kDa). (2) Parte do gel com a SAM 4244 concentrada, coberto com BHI

semissolido contendo a indicadora M. luteus, para a visualizagdo da zona de inibicao (seta).
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513 CINETICA DE AGAO DA SAM 4244

A cinética de agdo da SAM 4244 foi analisada a partir de uma cultura de L.
monocytogenes com 107 ufc/ml e DOgy de 0,1, adicionada de 1.000 UA/mI de SAM 4244. A
analise da cinética de crescimento na presenca da SAM 4244 mostrou que esta substancia
foi capaz de reduzir o crescimento da estirpe de L. monocytogenes em aproximadamente
trés unidades log, apds 8 h de cultivo, quando comparado ao controle sem a adigdo da SAM
(Figura 16). Paralelamente, verificou-se que, enquanto no controle a DOgy aumentou para
0,5, na amostra com a SAM 4244, a DOgy foi mantida em aproximadamente 0,1. Estes
resultados sugerem que a SAM 4244 seja bacteriostatica, visto que n&o resultou em uma
reducao no numero de células viaveis, e ndo bacteriolitica, pois ndo causou lise celular
(DOgoo Nao foi reduzida). Adicionalmente, a atividade bacteriostatica foi avaliada através do
seguinte teste: um pequeno pedaco de agar (1 cm?) foi retirado assepticamente de um halo
de inibicao e inoculado em meio BHI sdlido. Desta forma, foi verificado crescimento celular

apo6s 18 h de cultivo, confirmando que esta SAM é bacteriostatica (dados ndo mostrados).
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Figura 16 — Cinética de acdo da SAM 4244 contra a indicadora L. monocytogenes ATCC 19117.
Contagem de células em ucf/ml na presenga de 1.000 UA/m| (== ) € na auséncia (={ll= ) da SAM
4244 e DOggp na presenca (=== ) da SAM 4244 e do controle, sem SAM == ).

Os resultados representam a média de trés experimentos independentes. As barras de erro
representam o desvio-padrao dos experimentos.
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5.14 ATIVIDADE DA SAM 4244 EM LEITE DESNATADO UHT E EM MEIO TSB

A fim de se avaliar a potencial aplicacdo da SAM 4244 como biopreservativo de
alimentos, foram adicionadas 1.000 UA/ml desta SAM em amostras de leite UHT desnatado
previamente contaminadas com aproximadamente 10’ ufc/ml de L. monocytogenes ATCC
19117 e de S. aureus A70 Bac’ (este microrganismo foi escolhido, pois a estirpe original foi
isolada de leite comercial). Paralelamente, este experimento foi realizado em meio TSB.

Nas amostras de leite contaminado com L. monocytogenes, verificou-se que, apos
8 h de incubacdo, ocorreu uma elevagdo do nimero de células viaveis de 10’ para
aproximadamente 4,0x10® ufc/ml. Contudo, nas amostras onde se adicionou a SAM 4244
nao foi observado crescimento microbiano, visto que o numero de células viaveis se
manteve em torno de 10’ ufc/ml durante as 24 h de incubacao (Figura 17).

Em meio TSB, sem a adigdo da SAM 4244, o crescimento da L. monocytogenes
(2,5x10° ufc/ml) foi mais acentuado do que em leite (3,5x10° ufc/ml), apés 8 h de cultivo. Nas
amostras adicionadas da SAM, ndao houve aumento do numero de células viaveis,
permanecendo aproximadamente 10" ufc/ml ao longo das 24 h de incubagdo. Desta forma,
pdde-se observar que a SAM 4244 possui agao contra a L. monocytogenes, ndo somente
em meio de cultura, mas também em leite UHT, sendo capaz de inibir o crescimento
microbiano (Figura 17).
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Figura 17 — Atividade da SAM 4244 contra a indicadora L. monocytogenes ATCC 19117 em leite
UHT desnatado (=—jll=) e em meio TSB ( .. Controles de crescimento em leite ( ==fp==) € em
TSB (—#=—). Os resultados representam a média de trés experimentos independentes. As barras de

erro representam o desvio-padrao dos experimentos.
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A SAM 4244 apresentou atividade similar contra a estirpe S. aureus A70 Bac em
meio TSB e em leite UHT. No controle de crescimento em leite, foi verificado um acentuado
crescimento apds 24 h de incubagdo (3,5x10° ufc/ml). Nas amostras de leite com a SAM
4244, o crescimento microbiano foi inibido durante 8 h de cultivo, mantendo-se abaixo de
10" ufc/ml. Contudo, apds 24 h, ocorreu uma discreta elevagéo no nimero de células viaveis
(3x10”ufc/ml), que pode estar relacionada a uma concentragao insuficiente da SAM aplicada
ao alimento.

A SAM 4244 se mostrou mais efetiva contra S. aureus A70 Bac” em meio TSB, visto
que foi capaz de manter a contagem de células viaveis em valores abaixo de 10" ufc/ml ao
longo das 24 h de cultivo. No controle, o numero de células vidveis aumentou para
aproximadamente 10° ufc/ml, apés 8 h de incubagdo. Contudo, apés 24 h, foi verificado um

acentuado decréscimo na contagem de células (4x10° ufc/ml).
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Figura 18 — Atividade da SAM 4244 contra a indicadora S. aureus A70 Bac” em leite UHT desnatado
(=jll—) e em meio TSB (=@ ). Controles de crescimento em leite ( =—fp==) € €M TSB ( ==gfr—).
Os resultados representam a média de trés experimentos independentes. As barras de erro

representam o desvio-padrao dos experimentos.
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5.15 DETERMINAGAO DA VIDA DE PRATELEIRA DA SAM 4244

A atividade da SAM 4244 foi avaliada apos estocagem a -20°C, a 4°C e a
temperatura ambiente, a fim de se determinar a sua estabilidade por longos periodos. Os
resultados obtidos até o momento mostraram que a SAM 4244 foi estavel a temperatura
ambiente durante cinco meses, havendo uma redugdo de metade da atividade (2.560
UA/ml) apds a 222 semana de incubacdo. Contudo, esta SAM se manteve estavel, com a
atividade de 5.120 UA/mI, por pelo menos seis meses de incubagcdo a 4°C. Quanto a
estocagem a -20°C, verificou-se que a SAM 4244 permaneceu completamente ativa por no

minimo um ano e meio.
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6. DISCUSSAO

Os microrganismos possuem uma série de mecanismos de defesa, incluindo a
producao de antibidticos, metabdlitos secundarios, toxinas e bacteriocinas. As bacteriocinas
ja foram encontradas em quase todas as espécies de Bacteria examinadas até o momento,
e, mais recentemente, também foram encontradas em algumas espécies de Archaea
(SHAND & LEYVA, 2007). A grande frequéncia e diversidade de bacteriocinas produzidas
por microrganismos tém incentivado muito as pesquisas neste campo, ja que ha uma grande
necessidade de métodos alternativos eficazes para o tratamento de infecgbes causadas por
estirpes bacterianas multirresistentes aos antimicrobianos tradicionais, além da potencial
aplicagao das bacteriocinas como biopreservativos de alimentos (RILEY & CHAVAN, 2007).

Diante dessa potencial aplicagdo, alguns laboratérios tém analisado estirpes
bacterianas de diferentes origens quanto a produgdo de bacteriocinas. Em nosso
laboratério, as pesquisas nesta area se iniciaram na década de 80, quando Giambiagi-
deMarval et al. (1990) identificaram 15 estirpes de S. aureus produtoras de SAM, sendo
algumas caracterizadas posteriormente como bacteriocinas.

No presente trabalho, foram analisadas, quanto a produgdo de SAM, 47 estirpes de
Staphylococcus spp. isoladas de diferentes rebanhos de gado bovino e bubalino da regido
sudeste do Brasil. Dentre essas 47 estirpes, 26 (55,3%) apresentaram atividade
antimicrobiana contra a indicadora C. fimi. No entanto, somente cinco (~11%) apresentaram
halos de inibicdo maiores do que 20 mm. Resultados semelhantes foram obtidos por Oliveira
et al. (1998b) que, ao analisarem 46 estirpes de S. aureus isoladas de gado aparentemente
saudavel, identificaram quatro (8,7%) estirpes produtoras de SAM. Em 2005, Ceotto
identificou, dentre 257 estirpes de S. aureus isolados de mastite bovina da regido sudeste
do Brasil, 46 estirpes produtoras de SAM, sendo que 14,8% do total apresentaram halos
maiores do que 20 mm. A baixa porcentagem de estirpes produtoras de SAM com atividade
inibitéria resultando em halos maiores do que 20 mm sobre C. fimi contrasta com os
resultados obtidos por Nascimento et al. (2002) que, ao estudarem 50 estirpes de S. aureus
isoladas de gado com mastite na Argentina, verificaram que 12 (24%) apresentavam halos
de inibigdo iguais ou maiores do que 20 mm contra a mesma estirpe indicadora.

As cinco SAM escolhidas para serem estudadas neste trabalho foram resistentes ao
hidroxido de soédio, mostrando que a agédo antimicrobiana nao é devido a producdo de
substancias de carater acido. As SAM 4059, 4231, 5409 e 5580 foram sensiveis a pelo
menos uma das enzimas proteoliticas empregadas. Este perfil de sensibilidade mostra que

tais SAM tém carater proteico, sugerindo que sejam bacteriocinas. Contudo, a SAM 4244
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apresentou resisténcia as enzimas proteoliticas empregadas neste teste de sensibilidade
preliminar realizado em placa. A fim de se confirmar este resultado, a sensibilidade da SAM
4244 a enzimas proteoliticas foi avaliada através de titulagdo a partir de difusdo em agar
empregando-se a SAM precipitada com sulfato de aménio. Desta forma, foi verificado que a
SAM 4244 é parcialmente sensivel as enzimas proteinase K e pronase E e resistente a
pepsina e a tripsina. Contudo, ndo se descarta a possibilidade desta SAM ser uma
bacteriocina, visto que na literatura ha relatos de bacteriocinas atipicas resistentes a
enzimas proteoliticas, como, por exemplo, a aureocina A53, caracterizada pelo nosso grupo
(NETZ et al., 2002).

Em bactérias Gram-positivas, os genes relacionados a producao de bacteriocinas
geralmente estado localizados em plasmideos (JACK, TAGG & RAY, 1995). Contudo, ha
varias bacteriocinas cujos determinantes genéticos estao localizados no cromossomo,
como, por exemplo, a epicidina 280 (HEIDRICH et al., 1998) e o lantibiético Smb produzido
por Streptococcus mutans (YONEZAWA & KURAMITSU, 2005). Diante do exposto, foi feita
uma analise do perfil plasmideal das cinco estirpes produtoras de SAM, sendo verificado
que as estirpes 4059 e 4231 apresentaram trés formas plasmideais com tamanhos similares
aos das formas do plasmideo pRJ6 da estirpe A70. Na estirpe 5409, foram observadas duas
formas plasmideais. Porém, acredita-se que estas duas formas ndo correspondam a um
plasmideo bacteriocinogénico, uma vez que sdo muito pequenas para conter todos os genes
necessarios para a biossintese de uma bacteriocina. Os plasmideos codificadores de
bacteriocinas descritos em Staphylococcus spp., até o momento, apresentam no minimo
cerca de 8,0 kb de tamanho (GIAMBIAGI-DeMARVAL et al., 1990; GAMON et al., 1999). As
estirpes 4244 e 5580 nao apresentaram plasmideos, sugerindo que os genes codificadores
dessas SAM estejam localizados no cromossomo.

Com o objetivo de se verificar se as cinco SAM estudadas neste trabalho sao
diferentes das estafilococcinas descritas até o ano 2009, foram feitas reacbes de PCR e
hibridizacdo DNA/DNA para a deteccdao dos genes codificadores das bacteriocinas:
aureocinas A53 e A70, estafilococcina C55, Pep5, epidermina, epicidina 280, epilancina K7
e nukacina ISK-1. Desta forma, verificou-se a auséncia desses genes nas estirpes 4244,
5409 e 5580, sugerindo, portanto, que as SAM produzidas por estas estirpes sejam
diferentes das oito estafilococcinas.

Através da PCR, feita com iniciadores especificos para a amplificagdo do operon
aurABCD, verificou-se a amplificacdo de um fragmento com cerca de 525 pb nas estirpes
4059 e 4231, mostrando que as SAM produzidas por estas estirpes sio idénticas ou
semelhantes a aureocina A70. Além disto, o perfil plasmideal destas estirpes e a

hibridizagdo DNA/DNA para a detecgcdo do operon aurABCD sugeriram que 0s genes
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codificadores destas SAM estejam localizados nos plasmideos com cerca de 8,0 kb, que é o
tamanho aproximado do plasmideo pRJ6, codificador da aureocina A70 (GIAMBIAGI-
DeMARVAL et al., 1990).

Diversos trabalhos em nosso laboratorio tém demonstrado a grande disseminagéo de
plasmideos semelhantes ao pRJ6, codificador da aureocina A70, em diversas estirpes de S.
aureus isolados de diferentes origens (GIAMBIAGI-DeMARVAL et al., 1990; OLIVEIRA et
al., 1998b; GAMON et al., 1999; NASCIMENTO et al., 2002; CEOTTO et al., 2009). Em
2005, Nascimento et al. descreveram pela primeira vez este tipo de plasmideo em SCN.
Provavelmente, a disseminacdo de plasmideos semelhantes ao pRJ6 entre estirpes de
Staphylococcus spp. € devida a sua capacidade de serem mobilizaveis por plasmideos
conjugativos (OLIVEIRA et al., 1998a; COELHO et al., 2009).

Ao se investigar o espectro de agao das cinco estirpes produtoras de SAM contra 13
bactérias de diferentes géneros, verificou-se que as SAM 4059, 4231, 5409 e 5580
apresentaram um amplo espectro de acgdo, inibindo a maioria das bactérias empregadas
como indicadoras. A SAM 4244 se destacou dentre as demais, visto que inibiu todas as 13
estirpes empregadas na determinacgao preliminar do espectro de agéo. Diante do seu amplo
espectro de acao e a auséncia de similaridade com outras estafilococcinas, a SAM 4244 foi
selecionada para os estudos posteriores.

A atividade da SAM 4244 foi entdo avaliada contra outras 99 estirpes indicadoras. A
SAM 4244 apresentou uma destacada atividade contra microrganismos patogénicos e
deteriorantes de alimentos. Além de inibir diferentes estirpes do género Listeria isoladas de
alimentos, como linguiga e alface, também foi capaz de inibir as quatro estirpes de L.
monocytogenes empregadas como indicadoras. Adicionalmente, esta SAM inibiu B.
coagulans, G. stearothermophilus e 27 estirpes de Staphylococcus spp. isoladas de saladas
de diferentes restaurantes no Rio de Janeiro.

B. coagulans € um microrganismo de relevancia para a industria de sucos de fruta,
devido a sua capacidade de resistir ao pH acido e promover a deterioracdo do produto
(BEVILACQUA et al., 2009). Em 2006, Lucas et al. avaliaram a atividade da enterocina AS-
48 contra B. coagulans em suco de abacaxi e observaram que a adi¢cao desta bacteriocina
foi capaz de reduzir significativamente a contagem de células viaveis apdés 24 h de
incubacao. G. stearothermophilus também é de grande importancia para as industrias de
alimentos devido a sua capacidade de resistir ao tratamento térmico ao qual os produtos
comercialmente estéreis sdo submetidos, sendo capaz de promover a deterioracao desses
alimentos (HEAD et al., 2008). Até o presente momento, nosso grupo desconhece relatos na

literatura sobre a atividade antimicrobiana de outra estafilococcina contra este deteriorante

91

Caracterizagdo da SAM 4244, um peptideo bioativo com potencial aplicagdo como um biopreservativo de alimentos



Andreza Duarte Freitas de Souza

de alimento. Contudo, ja foi visto que a enterocina AS-48 também apresenta atividade
antimicrobiana contra duas estirpes de G. stearothermophilus (VIEDMA et al., 2009a).

Além da atividade contra bactérias de importancia para as industrias de alimentos, a
SAM 4244 possui também agado antimicrobiana contra microrganismos de importancia
clinica, como S. aureus, Staphylococcus spp. isolados de mastite bovina e Streptococcus
spp., apresentando, inclusive, atividade contra Enterococcus resistentes a vancomicina. Os
VRE tém emergido recentemente como importantes patdégenos nosocomiais e, até
momento, as possibilidades de tratamento das infec¢des por eles causadas sédo bastante
limitadas (RATHE et al.,, 2010). Recentemente, uma comparacao das atividades das
bacteriocinas nisina e lacticina 3147 feita contra VRE mostrou que esta ultima foi
significativamente potente contra este patégeno (PIPER et al., 2009).

A SAM 4244 nao foi capaz de inibir as estirpes de bactérias Gram-negativas
empregadas como indicadoras, visto que, em geral, as bacteriocinas produzidas por
bactérias Gram-positivas possuem alta atividade contra estirpes evolutivamente
relacionadas, nao apresentando geralmente atividade contra bactérias Gram-negativas
(RILEY & CHAVAN, 2007). Contudo, estas bacteriocinas podem ser ativas contra estirpes
Gram-negativas através da sua combinagdo com outras tecnologias antimicrobianas
(ARAKAWA et al., 2009).

Através da analise da cinética de producdo da SAM 4244 durante 24 h a 37°C, foi
observado que a maxima atividade antimicrobiana ocorreu em 8 h de cultivo nos meio BHI e
M17, mantendo-se estavel apds 24 h de cultivo. Diferentemente de muitas estafilococcinas e
de outras bacteriocinas descritas na literatura (NASCIMENTO et al., 2004; HUANG et al.,
2009), a maxima atividade antimicrobiana da SAM 4244 n&o coincidiu com o periodo entre o
final da fase exponencial de crescimento e o inicio da fase estacionaria, visto que entre 8 e
24 h de cultivo foi detectado um acentuado crescimento microbiano da estirpe produtora
(Figura 11).

Neste trabalho, foi visto ainda que a estirpe produtora da SAM 4244 ¢é pertencente a
espécie S. hyicus. Até o momento, ndo ha na literatura a descrigdo de nenhuma bacteriocina
ja caracterizada produzida por esta espécie de Staphylococcus. O Unico relado anterior
sobre atividade antimicrobiana de S. hyicus foi publicado em 1985, quando Balusek e Hajek,
ao avaliarem a atividade antagonistica de 1.014 estirpes de SCP de diferentes origens,
identificaram 52 estirpes produtoras de SAM, em um total de 136 estirpes de S. hyicus
subsp. hyicus testadas. Balusek e Hajek (1985) verificaram também que dentre as estirpes
de S. hyicus, 45 produziram SAM com atividade bacteriostatica. Resultado similar foi visto
através da cinética de acdo da SAM 4244, que revelou que esta SAM semipurificada é

bacteriostatica e ndo bacteriolitica contra L. monocytogenes. O efeito bacteriostatico ja foi
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reportado para outras bacteriocinas, como a nukacina ISK-1 (ASADUZZAMAN et al., 2009)
e a plantaricina C19 (ATRIH et al., 2001).

Uma mesma bacteriocina podem atuar de forma bactericida ou bacteriostatica, visto
que alguns fatores, como: a dose de bacteriocina empregada, o grau de purificagédo, a fase
de crescimento da estirpe indicadora e as condigbes do experimento, podem interferir na
cinética de agdo de uma determinada bacteriocina (DERAZ et al., 2007). Além disso, o
modo de acdo de uma mesma bacteriocina pode ser distinto contra diferentes estirpes
indicadoras. Um exemplo disto é o lantibiético MU1140, que é bactericida contra S. aureus
multirresistentes a drogas e Streptococcus pneumoniae e bacteriostatico contra
Enterococcus faecalis resistentes a vancomicina (GHOBRIAL, DERENDORF & HILLMAN,
2009). Outro exemplo é a vibriocina AVP10, que apresenta acado bactericida contra a
indicadora Vibrio anguillarum AVS9 e bacteriostatica contra E. coli (ZAl, AHMAD &
RASOOL, 2009).

A SAM 4244 apresentou alta estabilidade em uma ampla faixa de pH (3,0 — 11,0),
permanecendo completamente ativa apds os tratamentos em diferentes valores de pH por
4 h. A estabilidade em uma ampla faixa de pH confere a SAM 4244 uma significativa
vantagem, inclusive sobre a nisina. Embora a nisina seja extensivamente aplicada como um
biopreservativo de alimentos, a sua estabilidade e solubilidade se reduzem
significativamente em valores de pH neutros e basicos (ROLLEMA et al., 1995; HATA,
TANAKA & OHMOMO, 2010). Além disso, a alta estabilidade da SAM 4244 em diferentes
valores de pH possibilita a sua aplicacdo em diferentes tipos de alimentos.

A SAM 4244 também apresentou uma alta termoestabilidade, mantendo completa
atividade inclusive apés fervura por 15 min. Mesmo ap6s autoclavagao (121°C por 15 min), a
SAM 4244 manteve 50% de sua atividade, resultado semelhante ao apresentado pela
nukacina 3299 (CEOTTO, 2009). Porém, algumas bacteriocinas descritas, como a pediocina
ST44AM, sdo completamente resistentes a autoclavacido (TODOROV & DICKS, 2009),
enquanto outras, como a Bac 14, produzida por B. subtilis, perdem completamente a sua
atividade apoés serem submetidas ao mesmo tratamento (HAMMAMI et al., 2009).

Adicionalmente, a SAM 4244 se manteve completamente ativa a temperatura
ambiente por cinco meses. Quando estocada a 4°C e a -20°C, esta SAM manteve 100% de
atividade por pelo menos seis meses € um ano e meio, respectivamente. Portanto, esta
SAM apresenta alta estabilidade, podendo ser estocada por longos periodos. Outras
bacteriocinas apresentam menor estabilidade, como a paracina 1.7, produzida por
Lactobacillus paracasei HD1.7, que comecga a perder atividade apds quatro meses a 4°C
(GE et al., 2009). Contudo, sera necessario avaliar a estabilidade da SAM 4244 apés a sua

purificacao.
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A estimativa da massa molecular da SAM 4244, através da SDS-PAGE, revelou que
esta substancia € menor do que 20 kDa. As principais estafilococcinas ja caracterizadas
apresentam massas moleculares entre 2,0 e 3,5 kDa, com excec¢ao da aureocina A53 e da
lisostafina, que possuem aproximadamente 6,0 kDa e 27 kDa, respectivamente (BASTOS et
al., 2009). Posteriormente, a SDS-PAGE sera feita empregando-se um padrdo de peso
molecular com bandas entre 50 e 2 kDa, a fim de se obter uma estimativa mais precisa da
massa molecular, sendo necessaria também a estimativa a partir da SAM purificada, visto
que, com a amostra concentrada, pode ocorrer uma maior agregacdo das moléculas,
resultando em um peso molecular maior do que o real.

As caracteristicas da SAM 4244 apresentadas neste trabalho sugerem que esta SAM
possa pertencer a classe | ou Il das bacteriocinas. Contudo, a alta termorresisténcia e a
estabilidade em diferentes valores de pH indicam uma maior possibilidade da SAM 4244 ser
um lantibidtico.

L. monocytogenes e S. aureus sao importantes patdogenos associados a produtos
lacteos, estando, muitas vezes, envolvidos em surtos alimentares (CDC, 2009). A aplicagao
da SAM 4244 em leite e em meio TSB mostrou que esta substancia antimicrobiana foi capaz
de inibir de forma eficiente o crescimento destes dois patégenos, tanto em meio TSB quanto
em leite, durante 24 h de estocagem a 37°C, mostrando mais uma vez que a SAM 4244 tem

grande potencial de aplicagdo como um biopreservativo de alimentos.
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7. CONCLUSOES

v" Dentre as cinco estirpes produtoras de SAM, duas (4059 e 4231) produziram SAM

semelhantes a aureocina A70.

v As SAM 4244, 5409 e 5580 ndo sao similares as estafilococcinas: aureocinas A53 e
A70, estafilococcina C55, Pep5, epidermina, epicidina 280, epilancina K7 e nukacina
ISK-1.

v' A SAM 4244 apresentou um amplo espectro de acgdo, inibindo o crescimento de
importantes patdgenos alimentares, como L. monocytogenes e S. aureus, e de
microrganismos deteriorantes de alimentos, como G. stearothermophillus, além de

inibir patégenos de importancia clinica, como VRE.

v' A SAM 4244 apresenta caracteristicas favoraveis a sua aplicagcdo em alimentos,
como alta termoestabilidade, atividade em ampla faixa de pH e resisténcia parcial ou

total a enzimas proteoliticas.

v' A SAM 4244 apresenta uma longa vida de prateleira, mantendo-se completamente
ativa a -20°C por pelo menos um ano e meio e a 4°C por pelo menos seis meses de

armazenamento.

v" A aplicagdo da SAM 4244 em leite revelou que esta substancia foi efetiva contra L.
monocytogenes e S. aureus nesta matriz alimentar, mostrando o potencial de

aplicagdo da SAM 4244 como um biopreservativo de alimentos.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

> Purificar a SAM 4244,

> Determinar a massa molecular da SAM 4244 através de espectrometria de massa, além

de se proceder ao sequenciamento dos seus acidos aminados.

> Empregar mais estirpes bacterianas isoladas de alimentos para a determinagdo do
espectro de acao da SAM 4244.

> Avaliar a atividade da SAM 4244 contra Listeria monocytogenes em leite durante o

armazenamento a 4°C.

> Avaliar a potencial aplicagédo da SAM 4244 como biopreservativo de alimento em outras

matrizes alimentares.

> Analisar o efeito combinado da SAM 4244 com outras bacteriocinas e com outros

meétodos antimicrobianos.
> Estudar a organizagao genética dos genes envolvidos na biossintese da SAM 4244.

> Ap6s a identificacdo dos seus determinantes genéticos, iniciar os estudos para a
expressao heterdloga da SAM 4244 em um microrganismo com status “GRAS”,
objetivando sua produgdo em larga escala e aplicagdo como biopreservativo de

alimentos.
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