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NANDI, Renata Daniela Saldanha. Padronizagao de multiplex-PCR para detecg¢ao
de Escherichia coli diarreiogénica e atividade antibacteriana de compostos
naturais em leite bovino. 2017. 91 f. Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

O leite bovino é um alimento rico em nutrientes consumido mundialmente, e €&
utilizado como matéria-prima para produgcao de diversos produtos lacteos com o
envolvimento de microrganismos, dentre eles as bactérias acido laticas (LAB), que
sao as principais utilizadas. Esses alimentos sdo submetidos a diversas etapas de
fabricagdo, onde sofrem a interferéncia de contaminantes biologicos, incluindo
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, afetando a qualidade do alimento. Esses
microrganismos sao importantes contaminantes, devido sua capacidade de causar
infeccbes e intoxicagdbes no homem. O objetivo deste estudo foi padronizar um
sistema de Reacdo em Cadeia da Polimerase — multiplex (multiplex-PCR) para
deteccao de Escherichia coli diarreiogénica (DEC) em leite bovino, e avaliar a agéao
antibacteriana do o6leo essencial de orégano (OEOQO) e de trés tipos de méis
(Scaptotrigona postica — SP, Scaptotrigona bipunctata - SB e Apis mellifera - Apis)
contra LAB, E. coli e S. aureus. Para a padronizagcdo da multiplex-PCR foram
utilizados os iniciadores stx2 e elt para deteccao de E. coli produtora de Shiga-toxina
(STEC) e E. coli enterotoxigénica (ETEC), respectivamente. As quantidades
celulares testadas foram 10" a 10° UFC mL™" de leite “Ultra-High-Temperature”
(UHT) e leite pasteurizado, ambos desnatados. O sistema de multiplex-PCR utilizado
demonstrou detecgdo de E. coli a 10° UFC mL™, tanto para o leite UHT quanto para
o leite pasteurizado. Esses resultados indicam que a multiplex-PCR pode ser
utilizada para detecgao de E. coli dirreiogénica no leite, porém em uma concentragao
bacteriana acima de 10° UFC mL™". Para avaliar a aco antibacteriana do OEO e dos
meéis, foram determinadas a concentragao inibitéria minima (MIC), a concentragao
bactericida minima (MBC) e atividade antibacteriana das bacteriocinas produzidas
por LAB. Os testes realizados para os compostos naturais demonstraram importante
atividade antibacteriana do OEO e dos méis SP e SB. Foi possivel notar que o OEO
apresenta uma agao antibacteriana mais potente que os méis. No entanto, essa
acao antibacteriana é similar para as LAB e para os microrganismos patogénicos,
indicando que o uso desses compostos em produtos lacteos fermentados deve ser
controlada. N&o foi possivel detectar a MIC do mel Apis. N&o foi possivel determinar
a atividade antibacteriana das bacteriocinas. Dessa forma, o uso de OEO e méis de
abelhas indigenas sem ferrdo (SP e SB) s&o interessantes como antimicrobianos
naturais para solucionar as contaminag¢des microbianas no leite.

Palavras-chave: Leite. Escherichia coli. Staphylococcus aureus. Bactérias Acido
Laticas. Antibacteriano.
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diarrheagenic Escherichia coli and antibacterial activity of natural compounds
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ABSTRACT

Bovine milk is a food rich in nutrients consumed worldwide, and is used as raw
material for the production of various dairy products with the involvement of
microorganisms, among them lactic acid bacteria (LAB), which are the main ones
used. These foods are subjected to several stages of manufacture, where they suffer
the interference of biological contaminants, including Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, affecting the quality of the food. These microorganisms are
important contaminants due to their ability to cause infections and poisoning in
humans. The objective of this study was to standardize a Polymerase Chain Reaction
— multiplex (multiplex-PCR) system for the detection of diarrheogenic Escherichia coli
(DEC) in bovine milk and to evaluate the antibacterial action of oregano essential oil
(OEO) and three types of honey (Scaptotrigona postica - SP, Scaptotrigona
bipunctata - SB and Apis mellifera - Apis) against LAB, E. coli and S. aureus. For the
standardization of the multiplex-PCR primers stx2 and elt were used for the detection
of E. coli producing Shiga-toxin (STEC) and E. coli enterotoxigenic (ETEC),
respectively. The cellular amounts tested were 10" to 10° UFC mL ' of Ultra-High-
Temperature (UHT) milk and pasteurized milk, both skimmed. The multiplex-PCR
system showed detection of E. coli at 10° CFU mL™" for both UHT and pasteurized
milk. These results indicate that the multiplex-PCR can be used for detection of DEC
in milk, but at a bacterial concentration above 10° CFU mL™. To evaluate the
antibacterial action of OEO and honeys, the minimum inhibitory concentration (MIC),
the minimum bactericidal concentration (MBC) and the antibacterial activity of the
bacteriocins produced by LAB were determined. The tests performed for the natural
compounds demonstrated important antibacterial activity of OEO and of the SP and
SB honey. It was possible to note that OEO has a more potent antibacterial action
than honey. However, this antibacterial action is similar for LAB and for pathogenic
microorganisms, indicating that the use of these compounds in fermented dairy
products should be controlled. It was not possible to detect the MIC of honey Apis. It
was not possible to determine the antibacterial activity of bacteriocins. Thus, the use
of OEO and bee honeys without sting (SP and SB) are interesting as natural
antimicrobials to solve microbial contaminations in milk.

Key words: Milk. Escherichia coli. Staphylococcus aureus. Lactic Acid Bacteria.
Antibacterial.
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1. INTRODUCAO

O leite bovino € um alimento complexo, composto por diversos nutrientes
incluindo gorduras, proteinas, agucares, minerais e vitaminas. A composi¢ao do leite
€ variavel e depende de diversos fatores, como por exemplo, a alimentacdo do
animal. E utilizado como mateéria-prima de diversos produtos, dentre eles, iogurtes,
queijos e manteiga, através do processo de fermentag&o utilizando microrganismos
como as bactérias acido laticas (LAB). Essas bactérias apresentam caracteristicas
diversas, no entanto, ganham destaque pela produgcdo de acido latico e
bacteriocinas (AWADALLAH et al., 2016; KASKONIENE et al., 2017; MUEHLHOFF;
BENNETT; MCMAHON, 2013).

Diversos agentes patogénicos podem estar presentes no leite e nos produtos
derivados devido ao contato direto com fontes contaminadas ou serem diretamente
provenientes do animal contaminado. Escherichia coli € uma bactéria da microbiota
intestinal de humanos e animais, no entanto, sua presenca no leite e produtos
lacteos gera preocupacgao devido a existéncia de cepas patogénicas capazes de
gerar disturbios gastrintestinais. Essa espécie é o principal indicador de
contaminagdo fecal dos alimentos, além de ser um dos agentes patogénicos
responsavel pela mastite bovina. Staphylococcus aureus é uma bactéria da
microbiota humana e sua presencga no leite e produtos lacteos € associada com mas
condicdes higiénicas ou quando ha infecgdao da glandula mamaria do animal por
esse microrganismo. A contaminagdo desses alimentos por S. aureus ganha
importancia devido a producdao de enterotoxinas por essa bactéria, ocasionando
intoxicagao alimentar (OLIVEIRA et al., 2011; ZEINHOM; ABDEL-LATEF, 2014).

Dentre as maneiras de controle dos agentes patogénicos, pode-se citar a
utilizagdo de compostos naturais, como os 6leos essenciais (obtidos de plantas) e o
mel. O d6leo de orégano é um Oleo essencial composto, em sua maioria, por
carvacrol e timol, dois constituintes que apresentam ag¢ao antimicrobiana. O mel é
utilizado pela populacdo a anos devido as suas propriedades antimicrobianas. E
capaz de agir contra microrganismos patogénicos por apresentar elevada
quantidade de acgucares, peroxido de hidrogénio e compostos fendlicos (LEE;
CHUREY; WOROBO, 2008; NAZZARO et al., 2013).
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Neste estudo abordamos o leite bovino como um importante veiculo de
microrganismos contaminantes relacionados as intoxicagdes alimentares em
humanos, além de ser um alimento utilizado como matéria-prima para fabricacéo de
diversos produtos fermentados, a partir de adicdo de microrganismos fermentadores,
como as LAB. Também foi abordada a capacidade antimicrobiana de diferentes
compostos naturais contra os microrganismos contaminantes do leite e seus
derivados. O manuscrito foi organizado na forma de revisdo bibliografica e dois

artigos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Leite Bovino

O leite bovino € um alimento incluso na dieta de pessoas de todas as faixas
etarias, fornecendo diversos nutrientes importantes para a saude humana. Os
maiores consumidores de leite s&o as criangas, uma vez que, € um dos principais
alimentos durante os primeiros anos de vida. Ganha destaque entre os alimentos por
apresentar proteinas de alta qualidade, compondo 3,5% dos nutrientes. A caseina é
a proteina encontrada em maior quantidade, cerca de 80%, enquanto as proteinas
do soro do leite sdo encontradas em quantidades inferiores, cerca de 20%. Apesar
disso, a composicado do leite & influenciada por diversos fatores, tanto ambientais
quanto relacionados ao proprio animal. Fatores como dieta, raga, genética, fase de
lactacao e estacédo do ano, afetam a composi¢ao do leite (XU et al., 2015; FLORES-
FLORES et al., 2015; SCHWENDER et al., 2015).

O leite é utilizado como matéria-prima para producdo de varios produtos
lacteos, dentre eles iogurtes, manteiga, queijos e doces. Antes de chegar até o
consumidor, o leite e os produtos lacteos passam por etapas como producéo,
processamento e estocagem, que apresentam fatores que podem interferir na
qualidade do alimento, como a presenca de contaminantes. Esses contaminantes
podem ser quimicos, como antibidticos, pesticidas e adulterantes, e bioldégicos, como
0s microrganismos E. coli, S. aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica e
Yersinia spp., devido seu alto valor nutritivo, pH neutro e alta atividade de agua. O

controle desses contaminantes € de extrema importéncia, uma vez que, a ingestao
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de leite e produtos lacteos com esses contaminantes pode ocasionar sérios
problemas a saude humana (CERVA et al., 2014; XU et al., 2015; NAG, 2010).

Os contaminantes biolégicos ganham importancia devido a possibilidade de
gerar surtos na populagdo. Entre os paises industrializados, como Estados Unidos e
Franca, o leite e os produtos lacteos sao responsaveis por até 5% do total de surtos
bacterianos de origem alimentar, em que a maioria € proveniente do consumo de
queijo. Dessa forma, a fim de garantir sua qualidade e prolongar sua vida util, o leite
€ tratado termicamente. Dentre os processos térmicos, a pasteurizacdo e
esterilizagdo estdo entre os mais usados, e envolvem o aquecimento do leite a
determinada temperatura por um periodo de tempo seguido de resfriamento. A
pasteurizacdo pode ser lenta (LTLT), com temperatura de 63°C por 30 minutos, ou
rapida (HTST), com temperatura de 72°C por 15 segundos. Na esterilizacdo (UHT —
ultra high temperature) o leite € submetido a temperatura mais alta, 135°C, em um
menor tempo, de 2 segundos (CLAEYS et al., 2013; PEARCE et al., 2012).

Com relagdo aos produtos lacteos, o processo de fabricagdo desses
alimentos envolve a capacidade fermentativa de microrganismos, em que as LAB
sao as principais utilizadas. Essas bactérias sdo capazes de utilizar carboidratos
gerando energia e diferentes compostos organicos, que agem como aceptores finais
de elétrons. Além disso, os compostos gerados a partir da fermentacao auxiliam no

aroma e sabor caracteristicos dos produtos lacteos fermentados (JAY, 2005).

2.2. Bactérias Acido Laticas (LAB)

2.2.1. Caracteristicas Gerais

Os alimentos fermentados tém sido utilizados pelo homem a mais de 5000
anos, no entanto, as LAB passaram a ser vistas como um grupo de organismos
somente no final do século XIX. As pesquisas de Pasteur a respeito da fermentacao
acido latica entre os anos de 1857 e 1863 contribuiram para que no ano de 1873, a
primeira cultura pura de LAB fosse obtida por Lister, denominada Bacterium lactis.
No ano de 1919, Orla-Jensen classificou essa bactéria como Streptococcus lactis e
atualmente ¢é classificada como Lactococcus lactis subsp. lactis (KONING;
FROHLICH, 2009; JOSEPHSEN; JESPERSEN, 2004).
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No ano de 1890, Storch, Weigmann e Conn, de forma independente,
adicionaram culturas puras ao leite e identificaram a bactéria Lactococcus como um
componente essencial para produgdo de alimentos fermentados. A partir disso,
essas culturas comegaram a ser utilizadas para a producéo de queijos e coalhadas
permitindo o inicio do desenvolvimento da industrializacdo de alimentos fermentados
(KONING; FROHLICH, 2009; VOS et al., 2009).

LAB foram assim definidas, pois a maioria das bactérias utilizadas na
fermentacdo do leite foi capaz de utilizar a lactose, acucar presente no leite, e
produziam como produto principal o acido latico. Sdo microrganismos pertencentes
ao dominio Bacteria, que é dividido em vinte e quatro filos. O filo Firmicutes é
composto por bactérias com caracteristicas diversas de morfologia, fisiologia e
coloragcao de Gram, dentre elas estao inclusos os mais importantes géneros de LAB,
que sao os principais microrganismos utilizados na produgdo de alimentos
fermentados. Além disso, por serem utilizadas para iniciar o processo de
fermentacao, elas receberam a denominagao de culturas starters (HAAKENSEN et
al, 2008; HUTKINS, 2006; JOSEPHSEN; JESPERSEN, 2004; SUN et. al., 2014).

Especificamente, o termo “bactérias acido laticas” ndo esta relacionado a uma
classe filogenética de microrganismos, mas sim a capacidade metabdlica das
espécies desse grupo. Sao definidas como um grupo de bactérias heterogéneas
capazes de produzir acido latico, sendo microaerdfilas e acido-tolerantes, que
normalmente ndo produzem a enzima catalase, e apresentam baixo conteudo GC
(guanina e citosina), que esta relacionado com a estabilidade do DNA. Sao bactérias
que nao formam esporos, sdo imodveis e podem se apresentar na forma de bacilos e
cocos Gram-positivos que compartilham propriedades bioquimicas, genéticas e
fisiolégicas (BURGAIN at. al., 2014; SUN et. al., 2014).

Em termos de necessidades energéticas, as bactérias podem ser
classificadas nutricionalmente, como heterotroficas quimiorganotroficas, o que
significa que exigem moléculas organicas complexas como fonte de energia, em que
estdo inclusos aminoacidos, peptideos, vitaminas, minerais, acidos graxos e
carboidratos. Sdo bactérias importantes devido as suas caracteristicas fisiologicas,
como utilizacdo de substratos, capacidades metabdlicas e propriedades probidticas
(aditivos alimentares microbianos). Estdo presentes em uma variedade de locais

como plantas, produtos processados, carnes e produtos vegetais, além de
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cavidades humanas, como trato respiratério e gastrintestinal (OZCELIK; KULEY;
0OZOGUL, 2016; SUN et al., 2014).

Atualmente, as LAB sao representadas pelos seguintes géneros: Aerococcus,
Alliococcus, Bifidobacterium, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e
Weissella. Os géneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus e Weissella incluem
bactérias que s&o aplicadas em industrias de alimentos com o objetivo de obter
produtos lacteos, produtos carneos, legumes, cereais e vinhos (BURGAIN et. al.,
2014).

2.2.2. Metabolismo

As propriedades mais importantes das LAB incluem as relacionadas com o
metabolismo de carboidratos a partir da fermentagcdo associada a fosforilagdo ao
nivel de substrato. Embora seja um grupo heterogéneo, as LAB apresentam a
mesma caracteristica: a capacidade de metabolizar carboidratos e produzir acido
latico como produto final. Uma vez que, sdo microrganismos fermentadores, nao
apresentam o ciclo de Krebs e a obtengao de energia ocorre através da fosforilagéo
de substratos. Sao bactérias capazes de se adaptar as condi¢gdes que sao impostas
e dessa forma, modificar seu metabolismo e seus produtos finais (JAY, 2005;
AXELSSON, 2004; GANZLE, 2015).

As LAB podem ser enquadradas em espécies que sao exclusivamente
homofermentativas, indicando que os carboidratos sdo fermentados apenas pela via
glicolitica; espécies que sao exclusivamente heterofermentativas, as quais realizam
o processo de fermentacdo dos carboidratos apenas pela via fosfocetolase; e
espécies heterofermentativas facultativas, que se enquadram numa posicao
intermediaria, que sdo capazes de realizar o processo homofermentativo para as
hexoses, no entanto, assumem um metabolismo heterofermentativo na presenca de
pentoses (GANZLE; VERMEULEN; VOGEL, 2007; PAPAGIANNI, 2012; REDDY et
al., 2008).
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2.2.2.1. Metabolismo Homofermentativo

No metabolismo homofermentativo, a via utilizada para produgdo de acido
latico € a via glicolitica ou Embden-Meyerhof (Figura 1A). Essa via envolve a agao
de algumas enzimas, como a glicoquinase, capaz de fosforilar a glicose e gerar o
composto frutose-1,6-difosfato (FDP). Consequentemente, esse composto, sofre
acao de outra enzima, a frutose-1,6-difosfato aldolase, que converte o FDP em
diidroxiacetona-fosfato (DHAP) e gliceraldeido-3-fosfato (GAP). O piruvato,
composto importante do metabolismo, € formado a partir do GAP através de uma
sequéncia de reacbdes com fosforilagdo ao nivel de substrato. Em condi¢des
normais, em que se tem quantidade adequada de substrato e acesso limitado ao
oxigénio, o piruvato é reduzido a acido latico pela enzima lactato desidrogenase
dependente de NAD® (nLDH), reoxidando o NADH formado durante as reagdes
glicoliticas anteriores. Dessa forma, no metabolismo homofermentativo é possivel
obter duas moléculas de acido latico e um ganho energético de duas moléculas de
ATP (GASPAR et al., 2013; MARTINEZ et al., 2013; REDDY et al., 2008).

Em situagdes criticas, como o aumento do pH, diminuicdo do crescimento
microbiano ou quando a taxa glicolitica se torna baixa e tem a presenca de outras
fontes de carbono, as bactérias que realizam o metabolismo homofermentativo
podem passar a produzir outros compostos além do acido latico, como formiato,
acetato e etanol, em que o piruvato passa a ser utilizado por outra via metabdlica
(MARTINEZ et al., 2013; ZAUNMULLER et al., 2006).

2.2.2.2. Metabolismo Heterofermentativo

No metabolismo heterofermentativo, a via utilizada para producédo de acido
latico é a 6-fosfogluconato ou fosfocetolase (Figura 1B). Essa via é caracterizada por
reacdes de desidrogenagcdo e descarboxilagdo. A glicose é convertida em 6-
fosfogluconato pelo processo de desidrogenacédo, em seguida, ha formacdo da
ribulose-5-fosfato pelo processo de descarboxilagdo e posteriormente sua conversao
a xilulose-5-fosfato. Essa pentose é convertida em GAP e acetil-fosfato pela enzima
fosfocetolase. O composto GAP é metabolizado através da via glicolitica, resultando
na formagao de acido latico. Quando ndo ha um aceptor de elétrons disponivel, o
composto acetil-fosfato pode ser convertido em etanol ou acido acético. O produto

final formado depende da capacidade do microrganismo em reoxidar o NADH
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gerado em reagdes anteriores, além da sua necessidade energética (GASPAR et al.,
2013; MARTINEZ et al., 2013; RODRIGUES, C. et al., 2017).

Dessa forma, em condicbes normais, o metabolismo heterofermentativo
permite obter uma molécula de acido latico, etanol e CO;, com ganho de uma
molécula de ATP. Além disso, se o microrganismo for capaz de reoxidar o NADH, o
acido acético podera ser formado permitindo a obtencdo de duas moléculas de ATP
e NADH (MARTINEZ et al., 2013; REDDY et al., 2008).

Figura 1 — A- Metabolismo Homofermentativo; B- Metabolismo Heterofermentativo (MARTINEZ et al.,
2013).
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2.2.2.3. Metabolismo Heterofermentativo Facultativo

No metabolismo heterofermentativo facultativo estdo inclusas LAB capazes de
realizar tanto o processo de fermentacdo das hexoses quanto de pentoses. Para a
fermentacdo das hexoses, essas LAB utilizam a via glicolitica, como o metabolismo
homofermentativo. No entanto, sdo bactérias capazes de utilizar as pentoses como
fonte energética e assim utilizam a via fosfocetolase, conforme o metabolismo
heterofermentativo (GAO; MA; XU, 2011).

De um modo geral, as LAB tém seu metabolismo relacionado com sua
aplicagdo em alimentos devido a capacidade de melhorar suas caracteristicas
organolépticas, tecnoldgicas e de prateleira. A possibilidade de adicionar as LAB
diretamente no leite permite que a industria tenha mais controle sobre o processo de
fermentacao e sobre o produto final. As LAB tém a capacidade de iniciar o processo
de fermentacao de forma rapida e adequada produzindo acidos, nos quais o acido
latico € o mais abundante. Além disso, a producédo de outros compostos, como o0s
compostos aromaticos, CO, e bacteriocinas, permite direcionar o uso dessas
bactérias de acordo com o seu metabolismo para o produto final que se deseja. Por
exemplo, o diacetil produzido por algumas LAB confere um sabor semelhante ao
iogurte. Outro exemplo é a capacidade de algumas LAB produzirem CO,, sendo
interessante para producdo de alguns tipos de queijo, como o queijo Minas Frescal
(FLOROU-PANERI; CHRISTAKI; BONOS, 2013; LEDENBACH; MARSHALL, 2009).

2.2.3. Acido Latico

O acido latico foi descoberto no ano de 1780 pelo quimico sueco Karl Wilhelm
Scheele a partir do leite azedo, mas somente no ano de 1789 o composto foi
nomeado como acido latico por Lavoisier. No ano de 1808, o quimico sueco Jons
Jakob Berzelius descreveu a presencga do acido latico em fluidos extraidos de carne
e posteriormente, o quimico alemao Justus von Liebig provou a presenga de acido
latico em tecidos musculares de organismos mortos. No ano de 1857, Pasteur
descobriu que o acido latico era um produto do processo de fermentacdo de
microrganismos (KOMPANJE et al., 2007; RODRIGUES, C. et al., 2017).

O acido latico (acido 2-hidroxipropandico) € um acido organico com a formula

molecular C3HgOs. E uma molécula quiral, ou seja, se apresenta na forma de dois
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enantidmeros, L(+)-acido latico e D(-)-acido latico (Figura 2). Pode ser obtido
quimicamente a partir de matérias-primas petroquimicas, no entanto, o composto
obtido € sempre uma mistura racémica dos enantidbmeros: DL-acido latico. A
obtencdo do acido latico opticamente puro, L(+)-acido latico ou D(-)-acido latico,
ocorre através da fermentagcdo microbiana, o que € importante para as utilizagdes
comerciais. Dessa forma, atualmente cerca de 90% do acido latico comercial é
obtido através de fermentacdo microbiana de agucares (WEE; KIM; RYU, 2006;
SUBRAMANIAN; TALLURI; CHRISTOPHER, 2014; RODRIGUES, C. et al., 2017).

Figura 2 — Estrutura dos isdmeros L(+) e D(-) do acido latico (MARTINEZ et al., 2013).
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2.2.4. Género Lactococcus
O género Lactococcus foi proposto por Schleifer e colaboradores no ano de
1985 para reclassificar algumas espécies de Streptococcus (grupo N de Lancefield)
e Lactobacillus, o que foi confirmado a partir de estudos de quimiotaxonomia
incluindo o sequenciamento de RNAr 16S. Esta descrito como membro da familia
Streptococcaceae e ordem Lactobacillales (CASALTA; MONTEL, 2008; TEUBER,;
GEIS, 2006)

De acordo com a base de dados List of Prokaryotic Names with Standing in
Nomenclature (LPSN), atualmente o género Lactococcus inclui doze espécies
distintas: L. lactis, L. chungangensis, L. formosensis, L. fujiensis, L. hircilactis, L.
laudensis, L. nasutitermitis, L. taiwanensis, L. garviae, L. piscium, L. plantarum, e L.

raffinolactis. Entre as espécies, L. lactis apresenta quatro subespécies descritas: L.
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lactis subsp. lactis, L. lactis subsp.cremoris, L. lactis subsp. hordniae e L. lactis
subsp. tructae (LIU et al., 2014; PARTE, 2014).

Sao bactérias que se apresentam na forma de cocos Gram positivos em
pares ou cadeias curtas, imoveis, anaerébios facultativos e com um metabolismo
homofermentativo. S&o capazes de utilizar a lactose como fonte energética,
principalmente a espécie L. lactis, e realizar o metabolismo do citrato. Sdo a-
hemoliticas, possuem um crescimento 6timo em temperatura préxima a 30°C e
produzem exclusivamente L(+)-acido latico. Sao encontradas em plantas, como
milho e alface, e geralmente esta presente no leite cru por ser um microrganismo
comum da microbiota do animal (CASALTA; MONTEL, 2008; HUTKINS, 2006;
SAMARZIJA; ANTUNAC; HAVRANEK, 2001).

Atualmente, dentro do género Lactococcus, apenas as subespécies L. lactis
subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris sao significantes para fermentagdo de
produtos lacteos e utilizadas como cultura starter, ou seja, a sua presenga em
grande quantidade na matéria-prima auxilia na fermentacao, acelerando o processo.
A presenca dessas bactérias no leite cru esta associada a rapida producdo de acido
latico, tornando o pH do leite baixo, o que contribui para o processo de maturagao.
Além disso, de acordo com as condigdes em que sao submetidas, essas bactérias
sao capazes de produzir outros compostos como acido acético, etanol, bacteriocinas
e compostos aromaticos que contribuem na textura, vida util e sabor dos produtos
lacteos (LEROY; VUYST, 2004; RUGGIRELLO; COCOLIN; DOLCI, 2016).

A presenca de L. lactis no leite cru esta relacionada com caracteristicas
codificadas por plasmideos, como a capacidade de metabolizar lactose, proteinas do
leite e outros nutrientes complexos; a capacidade de resistir a tensdes ambientais,
como bacteriofagos e variagdes de temperatura; e vantagens de colonizagao
seletiva pela produgéo de bacteriocinas e exopolissacarideos. Por serem elementos
moveis, os plasmideos presentes nessas bactérias sdo trocados entre diferentes
cepas através do processo de conjugagao, e em outros casos, o DNA plasmidial
pode integrar-se dentro do cromossomo, resultando em cepas derivadas estaveis e
altamente adaptadas. No entanto, os plasmideos sdo comuns no género
Lactococcus, mesmo em cepas isoladas de fontes ndo lacteas, variando em
tamanho de 2 a 80 kb (FALLICO et al., 2011; SIEZEN et al, 2005).
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As subespécies L. lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris podem ser
difereciadas de acordo com alguns aspectos fisiolégicos, que sao significativos
durante as fermentagdes do leite. A maioria das cepas de L lactis subsp. /lactis sdo
capazes de crescer até a temperaura de 40°C, enquanto que a maioria das cepas de
L. lactis subsp. cremoris ndo crescem acima de 38°C; L. lactis subsp. lactis tem
maior tolerancia ao sal (até 4%) do que L. lactis subsp. cremoris, além de ser capaz
de hidrolizar o aminoacido arginina (HUTKINS, 2006; LIU et al., 2014).

Apesar disso, observou-se recentemente que existem cepas de L. lactis
subsp. lactis que tém um gendtipo "lactis", mas um fendtipo tipo "cremoris". Do
mesmo modo, existem estirpes de L. lactis subsp. cremoris que tém um gendotipo
"cremoris", mas um fendtipo tipo "lactis". Além disso, a subespécie L. lactis subsp.
lactis apresenta uma variante, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis que € capaz
de utilizar citrato e produzir diacetil, composto que confere sabor aos produtos
lacteos (HUTKINS, 2006; SAMARZIJA; ANTUNAC; HAVRANEK, 2001).

2.2.5. Género Leuconostoc
As bactérias do género Leuconostoc pertencem a familia Leuconostocaceae,
que tambem inclui géneros como Weissella e Oenococcus. No ano de 2008, Endo e
Okada propuseram reclassificar varias espécies de Leuconostoc no género
Fructobacillus, no entanto, no ano de 2009, Schleifer realizou andlise das

sequencias de RNA, 16S, o que permitiu a clasificagdo atual (KOT et al., 2014).

Atualmente, o género Leuconostoc inclui vinte e quatro espécies, de acordo
com a base de dados List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature
(LPSN): Ln. amelibiosum, Ln. argentinum, Ln. carnosum, Ln. citreum, Ln. cremoris,
Ln. dextranicum, Ln. durionis, Ln. fallax, Ln. ficulneum, Ln. fructosum, Ln.
gasicomitatum, Ln. gelidum, Ln. holzapfelii, Ln. inhae, Ln. kimchii, Ln. lactis, Ln.
mesenteroides, Ln. miyukkimchii, Ln. oeni, Ln. palmae, Ln. paramesenteroides, Ln.

pseudoficulneum, Ln. pseudomesenteroides e Ln. rapi (PARTE, 2014).

Entre as espécies, Ln. gelidum apresenta trés subespécies: Ln. gelidum
subsp. gelidum, Ln. gelidum subsp. gasicomitatum e Ln. gelidum subsp.
aenigmaticum, e Ln. mesenteroides apresenta quatro subespécies: Ln.

mesenteroides subsp. cremoris, Ln. mesenteroides subsp. dextranicum, Ln.
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mesenteroides subsp. mesenteroides e Ln. mesenteroides subsp. suionicum
(PARTE, 2014).

Esse género inclui bactérias que se apresentam na forma de cocos Gram
positivos em pares ou cadeias, anaerobios facultativos e catalase negativa.
Realizam o metabolismo heterofermentativo, com produgédo de CO; juntamente com
D(-)-acido latico, etanol ou acetato. Sao bactérias mesofilicas, ou seja, sdo capazes
de se multiplicar entre 10 e 45°C. Estao presentes em vegetais e raizes, e por esse
motivo, se propagam facilmente para outros nichos. Além disso, pode estar presente
no leite cru, uma vez que, esse género bacteriano é componente da microbiota do
animal (HEMME; FOUCAUD-SCHEUNEMANN, 2004; OGIER et al., 2008).

As principais espécies do género utilizadas como cultura starter séo Ln.
mesenteroides e Ln. pseudomesenteroides. Por realizerem o0 metabolismo
heterofermentativo, sdo capazes de produzir acido latico, acido acético e etanol, e,
além disso, sao utilizados para a fabricacdo de alguns tipos de queijo devido sua
capacidade de produzir CO,. Tém importante papel na formagao do aroma e textura
dos produtos fermentados. Ln. mesenteroides e Ln. lactis sao capazes de
metabolizar o citrato e produzem compostos aromaticos importantes, como o diacetil
e a acetoina (LI et al., 2012; OGIER et al., 2008; POGACIC et al., 2014).

De um modo geral, as LAB tem a capacidade de produzir diversos compostos
a partir de seu metabolismo e dentre esses compostos, as bacteriocinas ganham
destaque por atuarem contra microrganismos. Constituem um grupo heterogéneo de
peptideos com diferentes tamanhos, estrutura e modo de acao, e sdo produzidos por
diferentes espécies bacterianas (DOBSON et al., 2012).

2.2.6. Bacteriocinas
As bacteriocinas podem ser definidas como peptideos que sao liberados para
0 meio extracelular e apresentam propriedades antimicrobianas contra determinadas
espécies de microrganismos (WORAPRAYOTE et al., 2016). Varias bactérias tém a
capacidade de produzir essas substancias, embora as Gram positivas ganhem
destaque por produzirem bacteriocinas com maior capacidade de inibi¢do.
Atualmente, as bacteriocinas produzidas por LAB sdo as mais estudadas, pois a

maioria dessas bactérias esta presente em alimentos e s&o consideradas como
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bactérias GRAS (Generally Recognized as Safe) e QPS (Qualified Presumption of
Safety), permitido pelo FDA (Food and Drug Administration — Estados Unidos) e
EFSA (European Food Safety Authority), respectivamente (FRAQUEZA, 2015;
WORAPRAYOTE et al., 2016).

Apesar de possuirem atividade antimicrobiana, as bacteriocinas ndo sé&o
consideradas antibioticos. Normalmente, elas apresentam uma agéo antimicrobiana
contra cepas bacterianas estritamente relacionadas e que estdo presentes no
mesmo ambiente das bactérias produtoras, enquanto os antibidticos possuem um
espectro de acdo mais amplo. Além disso, as bacteriocinas sdo produzidas a nivel
ribossomal durante a fase inicial de crescimento bacteriano, enquanto os antibiéticos
sdo metabdlitos secundarios (CAVERA et al., 2015; WORAPRAYOTE et al., 2016).

Normalmente, as bacteriocinas sao sintetizadas na forma de um pré-peptideo
inativo formado por um peptideo-lider N-terminal e um pro-peptideo C-terminal. A
ligacdo da porcao N-terminal mantém as bacteriocinas inativas antes de serem
secretadas pela bactéria e por isso, a clivagem e remocdo dessa porgcao €
importante para a ativagdo das bacteriocinas. Somente apds essa clivagem, ocorre
sua liberagdo para o exterior da célula. A figura 3 representa a estrutura da
bacteriocina nisina produzida por L. lactis subsp. lactis e algumas espécies do
género Streptococcus (NISHIE; NAGAO; SONOMOTO, 2012; SHIN et al., 2015).

Figura 3 - Representagdo esquematica da nisina, variante A, produzida por L. lactis subsp. lactis
(JOZALA; NOVAES; JUNIOR, 2015).
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A nisina € uma bacteriocina composta por 34 aminoacidos, pertencente a
classe dos lantibiéticos. E um composto importante por apresentar amplo espectro
de acédo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Sua produgéo ocorre na
fase exponencial de crescimento das bactérias L. lactis subsp. lactis e Streptococcus
sp., € sua produgao diminui quando as bactérias entram na fase estacionaria. Por
ser da classe dos lantibidticos, a nisina € composta por alguns aminoacidos
incomuns, como lantionina, B-metil-lantionina e dehidro-alanina, que conferem
algumas propriedades importantes a esse peptideo, como tolerancia a baixo pH,
termoestabilidade e modo de acado bactericida especifica (SHIN et al.,, 2015;
SOBRINO-LOPEZ, MARTIN-BELLOSO, 2008).

A agao da nisina ocorre na membrana citoplasmatica da bactéria alvo, em que
interfere na biossintese da parede celular, levando a formacao de poros que causam
o extravasamento de ions e hidrélise de ATP. Atualmente, oito variantes de nisina ja
foram identificadas, em que as variantes A, Z, Q, e F sao produzidas por L. lactis
subsp. /actis e as variantes H, U, U2 e P sdo produzidas por Streptococcus sp.
Essas variantes s&o diferenciadas umas das outras pelas alteragdes dos
aminoacidos que as compde, 0 que interfere na sua atividade antimicrobiana
(ALEGRIA et al., 2010; ARAUZ et. al., 2009).

Atualmente sdo conhecidas diversas aplicagdes da nisina, sendo a mais
conhecida como conservante alimenticio. A nisina € a unica bacteriocina permitida
em alimentos e avaliada como segura para o uso pela FAO/OMS (Joint Food and
Agriculture Organization/World Health Organization). Tem como caracteristica néao
alterar as caracteristicas naturais dos alimentos e ser sensivel a digestdo por
proteases presentes no sistema digestério humano. A adigdo de nisina em queijos €
permitida pela FAO/OMS a uma concentragdo de 12,5 mg/kg de alimento, no
entanto, alguns paises, como a Espanha, Brasil e Argentina, apresentam legislacéo
propria com relagdo ao uso desse conservante. Além disso, tem se demonstrada a
possibilidade do uso dessa bacteriocina no tratamento de dermatites, carie dental,
Ulceras estomacais e no controle de infecgcbes respiratérias causadas por S. aureus
devido sua atividade antibacteriana (ARAUZ et al., 2009; BALCIUNAS et al., 2013;
TONG,; NI; LING, 2014).

As bacteriocinas produzidas por LAB sao pequenas (< 10 kDa), catidnicas,

termoestaveis e anfifilicas. Normalmente, atuam na membrana citoplasmatica da
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bactéria alvo em duas fases distintas. A primeira fase consiste na adsor¢ao da
bacteriocina em receptores presentes na membrana celular da bactéria o que é
facilitada quando os valores de pH sado baixos (menores que 5). A segunda fase
ocorre com a inser¢ao da bacteriocina na membrana ocasionando modificagdes no
seu potencial e no gradiente das concentragdes de hidrogénio. Como consequéncia,
ha formacdo de poros na membrana e alteragbes na producdo de ATP,
comprometendo a viabilidade da célula bacteriana (GHRAIRI; CHAFTAR; HANI,
2012; NES; YOON; DIEP, 2007).

A produgao de bacteriocinas por LAB é influenciada por alguns fatores, como
pH, fonte de nutrientes e temperatura. Normalmente, um pH em torno de 6, fontes
de carbono e nitrogénio suficientes e temperatura préxima a 30°C sao condigdes
ideais. Outro fator importante € a presenca de cloreto de soddio, que em grandes
quantidades diminui os niveis de producdo desses compostos. Além disso, a
producdo esta relacionada diretamente ao crescimento celular, uma vez que, a
producdo ocorre durante a fase exponencial até o inicio da fase estacionaria da
bactéria (CHEIGH et al., 2002; VUYST; LEROY, 2007; YUSUF; HAMID, 2012).

De um modo geral, as bacteriocinas podem ser classificadas em quatro
classes principais e subclasses de acordo com o organismo produtor, tamanho
molecular, propriedades fisicas, estruturas quimicas, modo de agao, entre outros
(ZACHAROF; LOVITT, 2012).

A classe |, também chamada de lantibiéticos, inclui peptideos que apresentam
tamanho inferior a 5 kDa, sao ativos a nivel de membrana, podem sofrer
modificagdes pods-traducionais e contém alguns aminoacidos incomuns, como a
lantionina, B-metil-lantionina e dehidro-alanina. Essa classe é subdividida em duas
subclasses de acordo com a atividade antimicrobiana e estrutura quimica da
bacteriocina. A classe Il, também chamada de nao-lantibidticos, inclui peptideos que
apresentam tamanho inferior a 10 kDa, ndo sofrem modificagdes pds-traducionais e
tém como caracteristica serem termoestaveis. Essa classe é subdivida em quatro
subclasses  (LAFUENTE-RINCON; CHAVEZ; FUENTE-SALCIDO, 2016;
ZACHAROF; LOVITT, 2012).

A classe Il inclui bacteriocinas de peso molecular acima de 30 kDa,

produzidas principalmente por bactérias Gram-positivas e que tém como



27

caracteristica serem termolabeis. A classe IV inclui bacteriocinas circulares, que
necessitam de uma porcéao lipidica ou uma porgcéo de carboidrato ligada a porcao
proteica para terem uma atividade completa (MORACANIN; DUKIC; MEMISI, 2014,
NES; YOON; DIEP, 2007).

No género Lactococcus, a espécie L. lactis (incluindo as subespécies L. lactis
subsp. lactis e Latococcus lactis subsp. cremoris) é responsavel pela producao de
diferentes bacteriocinas, dentre elas a nisina, atualmente a mais estudada e
aplicada. E capaz de inibir bactérias patogénicas e deteriorantes de alimentos, como
S. aureus e L. monocytogenes. Outras bacteriocinas da classe | produzidas pela
espécie incluem a lacticina 481 e lacticina 3147. Bacteriocinas da classe Il também
sdo produzidas por essa espécie e inclui a lactococina MMFII (classe lla),
lactococina G e M (classe lIb), lactococina B (classe lIc) e lactococina A (classe lld)
(OPPEGARD et al., 2007; PISANO et al., 2015; ZACHAROF; LOVITT, 2012).

No género Leuconostoc muitas cepas produzem as bacteriocinas, sendo que
a leucocina A e leucocina C, ambas da classe lla, estdo entre as mais estudadas. A
especie Ln. mesenteroides € capaz de produzir bacteriocinas como as leucocinas A
e C (classe lla), leucocina B (classe Ild) e mesenterocina (classe lla). A espécie Ln.
pseudomesenteroides produz a leucocina A (classe lla) e as leucocinas Q e N
(classe lld). Bacteriocinas produzidas por esse género ganham destaque por serem
biopreservativos em alimentos contra o crescimento da bactéria L. monocytogenes
(OSMANAGAOGLU; KIRAN, 2011; WAN; SARIS; TAKALA, 2015).

2.2.7. Aplicacoes das LAB

Atualmente, as LAB estdo sendo utilizadas em varios processos
biotecnologicos. Podem ser utilizadas como culturas starters, que participam do
processo de fermentagcdo, ou como culturas n&o-starters, que participam do
processo de maturagcdo. Também podem ser utilizadas culturas probidticas, tanto
para alimento humano quanto como aditivo para a alimentagdo animal. Para isso, as
bactérias sdo selecionadas de acordo com sua taxa de acidificacdo, producdo de
aroma e de acordo com seu efeito na saude do homem/animal. Assim, a produgao

dessas culturas normalmente € otimizada com o objetivo de obter contagens
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celulares viaveis elevadas, melhor sobrevivéncia ao estresse e vida util prolongada
(SETTANNI; MOSCHETTI, 2010; TEUSINK; SMID, 2006).

O &cido latico é o principal produto da fermentagdo das LAB, podendo ser
utilizado como substrato para producdo de varios compostos, como acido
propidnico, acido acético, propilenoglicol, etanol e acetaldeido. Esses compostos
podem ser utilizados em processos biotecnolégicos, como na fabricagdo de
polimeros biodegradaveis, na formulagdo de cosméticos, entre outros. No entanto, o
principal uso do acido latico esta relacionado com alimentos, em que é usado como
acidulante, aromatizante, agente tamponante e inibidor bacteriano (DATTA; HENRY,
2006; TEUSINK; SMID, 2006).

Os compostos que conferem aroma podem ser derivados da utilizagcdo da
glicose pelas LAB, incluindo diacetil, acetoina e acido acético, ou derivados da
utilizacdo de proteinas, gerando peptideos e aminoacidos, que confere aroma
caracteristico associado a alcoois, aldeidos, acidos e ésteres. A utilizacdo de
lipideos contribui pouco para o aroma, no entanto, seus derivados sao importantes
em alguns queijos, como o Roquefort. Muitos desses compostos, além de conferirem
aroma, sao importantes para inibicao de agentes deteriorantes dos alimentos, como
as bacteriocinas (LEROY; VUYST, 2004; SMIT; SMIT; ENGELS, 2005).

As LAB também s&o capazes de produzir os exopolissacarideos (EPS) que
conferem caracteristicas envolvendo a textura dos alimentos, sendo utilizados como
agentes viscosificantes, estabilizantes e emulsionantes. Além disso, algumas
especies, como Lactococcus lactis, tem a capacidade de produzir vitaminas, dentre
elas a riboflavina (B2) e folato (B11) que permitem fortalecer alimentos como soja,
leite, carnes e vegetais (CAGGIANIELLO; KLEEREBEZEM; SPANO, 2016; SMIT,;
SMIT; ENGELS, 2005).

2.3. Agentes Patogénicos
Muitas doengas sao transmitidas por alimentos por uma diversidade de
agentes patogénicos, como bactérias, fungos, virus e parasitas. Em todo o mundo,
as pessoas sofrem de doencas como diarreia, disenteria e intoxicagdes alimentares
causadas diretamente por diversos patégenos presentes em alimentos. Além disso,

existem os microrganismos capazes de causar deterioragdo nos alimentos, gerando
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perdas econbmicas. Atualmente, as bactérias constituem os maiores agentes
etiolégicos de doencgas relacionadas com o consumo de produtos lacteos,
correspondendo cerca de 90% dos casos (HAGHI et al., 2015; OLIVER; JAYARAO;
ALMEIDA, 2005; PINU, 2016).

E. coli € uma bactéria que esta presente na microbiota do trato gastrintestinal
de humanos e outros animais, e sua presengca em alimentos estd associada
principalmente com a contaminagao fecal de forma direta ou indireta. Com relagao
ao leite e produtos lacteos, a sua presenga nesses alimentos pode ser relacionada
com a capacidade de cepas de E. coli causarem mastite em bovinos, ocasionando
contaminagao direta do animal durante a ordenha. Algumas cepas de E. coli podem
ser patogénicas para o homem por adquirirem genes de viruléncia, causando
diarreia, sendo referidas como E. coli diarreiogénica (DEC) (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004). Atualmente, de acordo com o SINAN-MS (Sistema de Informagao
de Agravos de Notificagdo — Ministério da Saude), E. coli € a principal espécie
bacteriana relacionada com doencas transmitidas por alimentos no Brasil (Figura 4).
Pode estar presente em alguns produtos lacteos e os valores limites sao
determinados pela legislagao. Quando esses valores sao ultrapassados indicam mas
condicbes sanitarias durante a producdo, armazenamento, transporte e
comercializagdo do produto (FUJIOKA; OTOMO; AHSAN, 2012; GUILLEN; MILLAN;
ARAQUE, 2014).

S. aureus é uma bactéria presente na microbiota humana e de animais, no
entanto, € um patdogeno importante de origem alimentar. Normalmente, esta
relacionada a infeccbes hospitalares, nosocomiais e de acordo com o SINAN-MS
(Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo — Ministério da Saude),
atualmente S. aureus esta em terceiro lugar no ranking de bactérias causadoras de
doengas transmitidas por alimentos no Brasil (Figura 4). Ocorre pela ingestao de
enterotoxinas produzidas pela bactéria presente nos alimentos. O isolamento de S.
aureus em leite e produtos lacteos tem sido muito frequente, sendo um risco
potencial para a saude humana, uma vez que, a eliminacdo da bactéria por
tratamentos térmicos como a pasteurizacdo, nao indica a eliminagdo das toxinas
formadas antes do processo. A presenca dessa bactéria nos alimentos indica
praticas inadequadas de manipulagdo, transporte e armazenamento do alimento
(DALLAL et al., 2016; NECIDOVA et al., 2016).
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A mastite € uma infecgdo das glandulas mamarias de animais, como 0s
bovinos, causada por uma variedade de bactérias, incluindo E. coli e S. aureus,
citados anteriormente. E uma infecgdo que gera grande impactos na saude animal e
na producdo de leite. Normalmente a idade do animal, seu estagio de lactagdo e
condigdes higiénico-sanitarias dos equipamentos de ordenha, sado fatores de risco
para a mastite influenciando na invasdo bacteriana e no sistema imunolégico dos
bovinos. E um problema mundial, sendo necessario o tratamento com antibiéticos
quando ocorre. No entanto, a prevencao é importante afim de evitar o aumento da
resisténcia bacteriana (EISENBERG et al., 2016; MCMILLAN et al., 2016).

Figura 4 — Perfil epidemioldgico de microrganismos envolvidos em doencgas transmitidas por
alimentos no Brasil entre os anos de 2007 e 2016 (SINAN-MS).
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2.3.1. E. coli
E. coli foi descoberta em 1885, pelo pesquisador Theodor Escherich, em que
encontrou a bactéria presente no trato gastrintestinal humano. E um membro da
familia Enterobacteriaceae, com metabolismo anaerdbio facultativo, podendo
crescer na presenga ou auséncia de oxigénio. Morfologicamente se apresenta como

bacilo Gram-negativo, pode ser mével ou imoével e tem a capacidade de crescer
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entre temperaturas de 15-48°C, e sua temperatura 6tima de crescimento esta entre
37 a 42°C. E capaz de crescer entre pH de 5.5 a 8.0, no entanto, cresce melhor em
pH neutro. E uma espécie que esta presente no trato gastrintestinal humano e de
animais, e quando encontrada em locais como solo e agua, € associada a
contaminagao fecal do ambiente (SHULMAN; FRIEDMANN; SIMS, 2007).

Algumas cepas bacterianas ndo oferecem risco ao homem por fazerem parte
da microbiota, enquanto outras cepas sao patogénicas podendo causar
principalmente, doengas no trato gastrintestinal e também doencgas extraintestinais
(HAYHURST, 2004; WELCH, 2006).

Alguns fatores estdo envolvidos na capacidade da E. coli ser patogénica. A
capacidade de adaptacdo nos diferentes meios, assim como a competicao por
nutrientes com outras espécies, estao relacionadas com expressado ou inibicao de
genes, envolvendo processos de mutacgdes, alteracbes de bases nitrogenadas,
perdas, duplicagcao e rearranjo de genes. A diversidade patogénica dessa bactéria
esta associada a aquisicdo de genes de viruléncia através da transferéncia
horizontal de genes. Elementos genéticos moéveis, como plasmideos e ilhas de
patogenicidade, sdo adquiridos e dao caracteristicas importantes para as cepas
bacterianas. Com isso, as cepas sao classificadas em patotipos, de acordo com
suas caracteristicas unicas de viruléncia (HAYHURST, 2004; WILLIAMS; TORRES;
LLOYD, 2010).

Embora a espécie E. coli seja classificada de acordo com a sorologia dos
antigenos somatico (O e K) e flagelar (H), a classificagdo em patotipos tem sido
utilizada para referir-se a um grupo de cepas que causam determinadas doencgas
utilizando fatores de viruléncia em comum. Oito categorias distintas de patotipos de
E. coli patogénicas ao homem podem ser descritas e estao classificadas dentro de
dois tipos: E. coli extraintestinal (EXPEC) e E. coli diarreiogénica (DEC). Apenas dois
patotipos s&o classificadas como ExPEC e inclui E. coli uropatogénica (UPEC) e E.
coli associada a meningite neonatal (NMEC). Com relagdo a DEC, seis patotipos
estdo inclusos: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora de Shiga-toxina
(STEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004).
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E. coli é frequentemente relacionada com contaminagao em alimentos, sendo
que o leite cru apresenta caracteristicas e condigdes ideais para seu crescimento. A
principal forma de contaminagdo por E. coli em leite e produtos lacteos ocorre
durante a ordenha do leite, devido as mas condi¢des higiénico-sanitarias durante o
processo. Dentre os patotipos, STEC ¢é atualmente a mais relacionada com
contaminagdao de leite e produtos lacteos, uma vez que, esta frequentemente
presente no trato gastrintestinal de bovinos, podendo ou ndo causar doenga nesses
animais. ETEC é um patotipo importante que causa diarreia aquosa e doencga de
origem alimentar semelhante a colera, atingindo todas as faixas etarias. E
transmitida por agua e alimentos contaminados, como leite e produtos lacteos,
sendo um os patotipos mais comuns em paises em desenvolvimento (COURA;
LAGE; HEINEMANN, 2014; KUMAR; PRASAD, 2010; OMBARAK et al.,, 2016;
NOBILI et al., 2016; QADRI et al., 2005).

Ntuli, Njage e Buys (2016) analisaram 258 amostras de leite cru (154) e
pasteurizado (104) coletados de oito provincias da Africa do Sul. Foram verificados
os fatores de Vviruléncia, resisténcia a antimicrobianos e sorotipos para
caracterizagao dos isolados encontrados. Como resultado, foi detectada E. coli em
93 amostras de leite, 54 de leite cru e 37 de leite pasteurizado. Além disso, 31
isolados apresentaram os genes de viruléncia stx1/stx2, caracteristico de STEC.
Além disso, foi verificada a resisténcia a antimicrobianos em 65 dos isolados de E.
coli, sendo que 12 dos isolados positivos para stx1/stx2 mostraram multirresisténcia

para cefalotina, amoxicilina, neomicina, ampicilina, entre outros.

Msolo, Igbinosa e Okoh (2016) analisaram amostras de leite cru e suabes
coletadas de maquinas de ordenha, do ubere bovino e das maos dos manipuladores
de junho a novembro de 2014 na Africa do Sul. Durante esse periodo isolaram 252
cepas de E. coli e 27 dos isolados foram positivos para E. coli O157:H7. Foi
verificada a susceptibilidade desses isoladas a 17 antimicrobianos, e como resultado
observaram resisténcia a penicilina (23), tetraciclina (22), eritromicina (19),
estreptomicina (14) e cloranfenicol (12). Com esse estudo foi possivel verificar que
as fazendas produtoras podem ser potenciais reservatoérios de E. coli O157:H7 e que

podem ser resistentes a antibioticos.

Stella (2009) verificou a presenga de STEC e ETEC em amostras de fezes

bovinas, leite e agua de propriedades leiteiras de Sao Paulo, Brasil. Das amostras
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de agua foram obtidos 19 isolados, do leite foram obtidos 7 isolados e das fezes
bovinas foram obtidos 466 isolados de E.coli, totalizando 473 isolados. Como
resultado verificaram que 96 amostras de fezes bovinas foram positivas para STEC,
em que 53 isolados apresentaram o gene stx1, 33 isolados apresentaram o gene
stx2 e 10 isolados apresentaram ambos os genes. Além disso, 30 amostras de fezes
bovinas apresentaram E. coli, patotipo ETEC. Nenhuma amostra de agua foi positiva
para STEC e ETEC. No entanto, 3 amostras de leite apresentaram o gene sitx7 e 1
amostra foi positiva para stx2. Com relagdo a ETEC, 1 amostra de leite apresentou
esse patotipo de E. coli. Esses estudos demonstram a importancia da detecgcao e

controle de DEC, descritas a seguir.

2.3.1.1. E. coli enteropatogénica (EPEC)

EPEC inclui cepas responsaveis por diarreia infanti em muitos paises
desenvolvidos. As cepas estao inclusas dentro de sorotipos O:H especificos e dentro
de doze sorogrupos O diferentes: 026, 055, 086, 0111, 0114, 0119, 0125, 0126,
0127, 0128, 0142, e O158. Sao caracterizadas por produzirem um padrdo de
adesao em células teciduais chamada aderéncia localizada (LA), em que a bactéria
se liga na superficie celular formando agregados bacterianos. Essa ligagdo ocorre
através de fimbrias do tipo IV presentes na superficie bacteriana e sdo denominadas
bundle forming pili (BFP) (Figura 5). Essa capacidade de adesdo esta relacionada
com a presenga de um plasmideo denominado EPEC-adherence fator (EAF), que
contém genes que codificam para BFP, dentre eles bfpA, bfpD, bfpF e bfpP
(MELLIES; BARRON; CARMONA, 2007; SCALETSKY; FAGUNDES-NETO, 2016;
ZAHAVI et al., 2011).

O principal mecanismo de patogenicidade das EPEC é uma lesdo chamada
attaching and effacing (A/E) que ¢€ caracterizada pela destruicdo das
microvilosidades intestinais em que ha um rearranjo epitelial com acumulo de actina
no local da célula (enterdcito) onde a bactéria esta aderida, formando um pedestal.
Os genes responsaveis pela lesdo A/E sao codificados por uma ilha de
patogenicidade especifica denominada locus of enterocyte effacement (LEE) que
esta presente no cromossomo bacteriano e é organizada em cinco operons (LEE1 a
LEE5) (MELLIES; BARRON; CARMONA, 2007; WELCH, 2006).
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Figura 5 — Interagdo de EPEC com a célula hospedeira (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
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Os operons LEE1, LEE2 e LEE3 codificam componentes de um sistema de
secrecédo do tipo Il (genes esc e sep) e o gene ler, que regula os genes localizados
em LEE. O operon LEE5 codifica as proteinas intimina e Tir (receptor), enquanto
LEE4 codifica proteinas secretadas Esp (EspA, EspB, EspD e EspF), que inclui
proteinas efetoras e estruturais. O sistema de secrecéo do tipo Il € composto por
cerca de vinte proteinas diferentes, incluindo proteinas efetoras, regulatérias e
estruturais. Algumas proteinas, como a EscC, EscV, codificadas escC e escV, e as
proteinas Esp, codificadas por esp, sdo importantes na formagao de uma estrutura
que se estende da membrana interna da bactéria até o meio extracelular formando
um canal onde proteinas efetoras sdo secretadas. Essas proteinas efetoras tém a
capacidade de modular fungdes bioquimicas na célula hospedeira, como a morte
celular programada. A intimina € uma proteina, codificada pelo gene eae, que é
responsavel pela aderéncia da bactéria na célula hospedeira. Essa proteina se liga a
célula hospedeira através do receptor Tir, produzido pela propria bactéria e
translocado, fosforilado e inserido na membrana celular do hospedeiro (GAUTHIER,;
PUENTE; FINLAY, 2003; HARTLAND; LEONG, 2013).

As EPEC tipicas (tEPEC) sao cepas de E. coli diarreiogénica capazes de
formar a lesdo A/E, possuem o gene eae, ndo expressam a toxina de Shiga (Stx), e
possuem o plasmideo EAF. As EPEC atipicas (aEPEC) apresentam como diferenca
a auséncia do plasmideo EAF e a presenca de fatores de viruléncia adicionais como
toxinas e enterohemolisinas, dentre elas EAST1 e HIyA, respectivamente. tEPEC

normalmente sdo consideradas as principais causadoras de diarreia infantil em
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paises em desenvolvimento, enquanto, em paises desenvolvidos as aEPEC sao
mais incidentes. No entanto, atualmente tém se verificado o aumento de aEPEC em
paises da América do Sul, incluindo o Brasil, associada com a diminuicdo de tEPEC.
Souza e colaboradores (2016) realizaram um levantamento bibliografico a nivel
mundial a respeito da ocorréncia de tEPEC e aEPEC e demonstraram que a
ocorréncia de tEPEC é rara e esta presente em animais silvestres, como macacos,
enquanto aEPEC esta relacionada com agua e animais domeésticos. Além disso,
enfatizaram o aumento da ocorréncia de aEPEC e diminuicdo de tEPEC em fezes
humanas em todo o mundo (HERNANDES et al., 2009; TRABULSI; KELLER;
GOMES, 2002; WILLIAMS; TORRES; LLOYD, 2010).

2.3.1.2. E. coli produtora de Shiga-toxina (STEC)

Algumas cepas estao relacionadas apenas com a producido de toxinas, néo
causando a lesao A/E devido a auséncia do gene eae. Por esse motivo, essas cepas
s&o denominadas STEC ou E. coli produtoras de toxinas Vero (VTEC), por serem
capazes de atingir células Vero in vitro (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

As toxinas Shiga séo formadas por uma estrutura conservada, AB5, composta
por uma subunidade ativa (A) ligada a uma subunidade pentamérica (B),
responsavel pela ligacdo da toxina a célula hospedeira por receptores especificos.
Essas toxinas sdo compostas pela toxina Stx1, que é semelhante a toxina produzida
pela espécie Shigella dysenteriae diferindo apenas em um aminoacido, e pela toxina
Stx2, que apresenta menos que 60% de homologia com os aminoacidos de Stx1.
Sao codificadas pelo gene stx (stx1 e stx2), presente no genoma de um bacteriéfago
lambda lisogénico, que tem a capacidade de se integrar ao cromossomo de STEC.
Isso permite a disseminacdo do gene entre diferentes cepas, permitindo que uma
mesma bactéria possa produzir as duas toxinas (BERNEDO-NAVARRO; ALVIN;
YANO, 2016; JAFARI; ASLANI; BOUZARI, 2012).

Essas toxinas tem a capacidade de inibir a sintese proteica celular pela
remogao de um residuo de adenina do RNAr. Além disso, sdo capazes de atuar na
transducdo de sinais celulares e na modulagdo imunologica causando respostas
inflamatdrias e apoptéticas. Sabe-se que existe pouca variagdo na sequéncia de
aminoacidos da toxina Stx1, sendo composta por Stx1a, Stx1c e Stx1d. No entanto,
a Stx2 apresenta variagdes que implicam na diferenca de atividade bioldgica e

resposta imunolégica. Entre as variantes estdo Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e,
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Stx2f e Stx2g. As toxinas Stx2a, Stx2c e Stx2d sao normalmente relacionada com a
sindrome urémica hemolitica (HUS), enquanto que Stx2e e Stx2f foram isoladas de
suinos e aves, e raramente em humanos (GOMES et al., 2016; MAINIL; DAUBE,
2005).

E. coli enterohemorragica (EHEC), um subtipo importante de STEC, inclui
cepas capazes de causar diarreia em humanos ao colonizar o coélon, podendo
evoluir para colite hemorragica (HC). Cerca de 10% dos pacientes apresentam
complicacbes extraintestinais, como a HUS. Diversos sorotipos estdo relacionados

com EHEC, no entanto, o sorotipo O157:H7 € o mais frequente (IN et al., 2016).

A patogenicidade de EHEC esta relacionada com a sua capacidade de
desenvolver a lesdo A/E, em que a aderéncia da bactéria ao enterdcito e a
destruicdo das microvilosidades do intestino causam a diarreia. Além disso, séo
capazes de produzir toxinas Shiga (Stx), que apresentam agdo importante no
sistema circulatério e renal (Figura 6) (GOUALI; WEILL, 2013; IN et al., 2016).

Figura 6 — Mecanismo de patogenicidade de EHEC (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
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Atualmente, as cepas de EHEC incluem todas as E. coli que atingem
humanos e animais que sédo capazes de causar a lesdo A/E e produzir as toxinas
Shiga. Apesar disso, casos esporadicos de HC e HUS tém sido associados com

STEC, indicando que apesar da importancia da lesao A/E para a bactéria, ela ndo é
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essencial para a patogénese da doenga (JAFARI; ASLANI; BOUZARI, 2012;
MAINIL; DAUBE, 2005).

A produgao de uma hemolisina (Ehx) é outro fator de viruléncia de cepas de
EHEC. Em muitos casos de HC e HUS existe a produgdo concomitante de Stx e
Ehx. Essa hemolisina é codificada a partir de genes ehx inseridos em um operon,
ehxCABD, presente em um plasmideo (pO157), encontrado na maioria das cepas de
EHEC isoladas de humanos. Outra hemolisina (HylA) € amplamente encontrada em
bactérias Gram negativas e é produzida por cepas de EHEC. O operon hylCABD é
necessario para a producao e secrec¢ao dessa hemosilina, e esta presente em ilhas
de patogenicidade (BIELASZEWSKA et al., 2014; MURASE et al., 2012).

2.3.1.3. E. coli enterotoxigénica (ETEC)

ETEC inclui cepas capazes de causar diarreia tanto em criangas quanto em
adultos e geralmente estdo relacionadas com a contaminagao fecal de alimentos e
agua. A diarreia causada por ETEC é conhecida como “diarreia do viajante”,
associada a pessoas que se deslocam de um pais a outro. Além disso, esta
correlacionada com a desnutricdo, sendo endémica em paises em desenvolvimento.
As cepas de ETEC ndo s&o invasivas e por isso, ndao causam inflamacgdo, no
entanto, o principal problema da diarreia € a desidratacdo, que leva a um
desequilibrio eletrolitico. Dentre os principais sorotipos pertencentes a esse patotipo
estdo 036:H5, O152:H8, O109:H51 e O8:H21 (DUBREUIL, 2014; JOHURA et al.,
2017).

As cepas de ETEC tém a capacidade de produzir enterotoxinas, que sao
divididas em duas classes, toxina termolabil (LT) e toxina termoestavel (ST) (Figura
7). ALT é uma toxina de alto peso molecular, com estrutura AB5 e se assemelha em
estrutura, fungdo e mecanismo de agao com a toxina colérica (CT). Pode ser dividida
em dois tipos: LT-l e LT-ll, que apresentam a mesma agdo, mas diferem
antigenicamente. Normalmente, apenas a LT-I € associada com cepas que atingem
o ser humano, enquanto LT-ll é relacionada com cepas que atingem
especificamente animais. Sabe-se que ao ser liberada, a toxina LT liga-se pela
subunidade B em receptores presentes nos enterécitos (GM1), enquanto a
subunidade A ativa a enzima adenilato ciclase, gerando um aumento de AMP ciclico
e desequilibrio osmatico, ocasionando diarreia aquosa. A ST é dividida em trés

grupos de toxinas de baixo peso molecular: STa, STb e EAST1, em que STa e
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EAST1 tem mecanismo de acdo semelhantes Ambas as toxinas tem a capacidade
de se ligar a guanilato ciclase presente nos enterdcitos, levando a um aumento de
GMP ciclico e AMP ciclico e desequilibrio osmético, ocasionando diarreia. A STb
tem um mecanismo diferenciado ndo ativando as enzimas adenilato ciclase ou
guanilato ciclase, mas se ligando a um glicoesfingolipideo presente nos enterdcitos.
Essa ligacao permite a internalizacdo da toxina para a célula por endocitose. No
interior celular, a toxina estimula uma proteina regulatéria (G), ocasionando o
aumento de ions calcio intracelular e eliminacdo de ions cloro. O aumento de calcio
estimula enzimas fosfolipases que secretam 5-hidroxitriptamina (5-HT), que age no
sistema nervoso entérico ocasionando a contragdo muscular do intestino,
contribuindo para a diarreia (DUBREUIL, 2014; JOFFRE; SJOLING, 2016).

Figura 7 — Mecanismo de patogenicidade de ETEC (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
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As cepas de ETEC também sao capazes de produzir fatores de colonizacao
(CF), que séo fimbrias ou proteinas fimbrilares que diferem entre si em morfologia,
sorotipo, sequéncia de aminodacidos e ligagdo ao receptor especifico. Sabe-se que
sua fungcao esta relacionada com aderéncia e colonizagcdo da bactéria na célula
hospedeira. In vitro verificou-se a ligagdo de CFs em dlicoproteinas e
glicoesfingolipideos, no entanto, os receptores especificos ainda ndo sao

conhecidos. Podem ser divididas em quatro tipos morfolégicos: fimbrias, estruturas
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fibrilares, helicoidal e afimbrilares. Mais de vinte e dois fatores de colonizacédo foram
reconhecidos em cepas de ETEC que atingem humanos. Os CFs mais
frequentemente encontrados incluem CFA/1, CS1, CS2, CS3, CS4, CS5, CS6, CS7,
CS14, CS17 e CS21 (QADRI et al., 2005; MADHAVAN; SAKELLARIS, 2015).

Os genes que codificam as toxinas LT, SF e também os CFs em ETEC estao
inclusos em plasmideos e bacteriéfagos, indicando que sdo genes que podem ser
adquiridos. A toxina LT-I é codificada pelos genes eltA e eltB presente em
plasmideos, enquanto a LT-Il é codificada por genes presentes no cromossomo de
bacteriéfagos lambda. A toxina STa é codificada pelos genes estA e st1, enquanto a
STb é codificada pelo gene estB, ambos presentes em plasmideos. Com relagao as
CFs, os genes que os codificam normalmente estdo presentes em plasmideos,
como pCS1 e pCoo, que codificam respectivamente, CFA/1 e CS1 (BRUSSOW,
2014a; MADHAVAN; SAKELLARIS, 2015).

2.3.1.4. E. coli enteroagregativa (EAEC)

EAEC engloba um conjunto de cepas capazes de causar diarreia aquosa e
mucoide, associada a febre baixa e nauseas. Inicialmente, essas cepas foram
consideradas patégenos oportunistas de pacientes com HIV e criangas desnutridas
em paises em desenvolvimento, no entanto, atualmente existem estudos
demonstrando sua ligagdo com a diarreia do viajante, diarreia em paises
desenvolvidos e também surtos na Europa e Asia. Alimentos contaminados tém sido
considerados a principal fonte de infeccdo por esse patotipo. Os sorotipos mais
comuns pertencentes a EAEC sao 0126:H27 e 0O44:H18 (BOISEN et al., 2008;
JENSEN et al., 2014; OKHUYSEN; DUPONT, 2010).

A patogenia de cepas de EAEC esta relacionada com a capacidade da
bactéria de se aderir as células, produzir enterotoxinas e citotoxinas e induzir o
processo inflamatério (Figura 8). In vitro, essas cepas produzem um padrao de
aderéncia agregativa (AA) em células humanas do tipo HEp-2 e HelLa, em que as
células bacterianas se agregam umas as outras formando um arranjo “empilhado”.
(BOISEN et al., 2008; OKHUYSEN; DUPONT, 2010).

O processo de AA é mediado por fimbrias de aderéncia agregativa (AAF)
codificada por genes presentes em um plasmideo (pAA), que incluem aggA (AAF/I),

aafA (AAF/Il) e agg3A (AAF/IIl). Essas AAFs sao reguladas pelo gene aggR, um
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ativador transcricional também presente no plasmideo pAA. Esse plasmideo
também apresenta o gene aap, que codifica a proteina antigregagao (Aap), chamada
dispersina, que tem envolvimento no processo de desagregagdo e dispersao
bacteriana na mucosa intestinal. Além disso, também apresenta o gene aatA, que
codifica uma proteina de membrana externa que faz parte de um complexo
transportador de proteinas (BRUSSOW, 2014b; CARBONARI et al., 2014; PEREIRA
et al., 2008).

Enterotoxinas sdo produzidas por EAEC e sdo codificadas tanto por genes
presentes no plasmideo pAA quanto por genes presentes no cromossomo
bacteriano. Pet € uma protease da familia das serine protease autotransporters of
Enterobacteriaceae (SPATES) que causa desequilibrio e perda celular. O gene que a
codifica esta presente no plasmideo pAA, denominado pet. Enteroaggregative heat-
stable toxin 1 (EAST1) é uma toxina produzida por EAEC que pode ser comparada
com a STa produzida por ETEC por ocasionar desequilibrio osmético. E codificada
pelo gene astA, localizado préximo ao gene pet no plasmideo pAA (BOISEN et al.,
2009; HARRINGTON et al., 2009; LIMA et al., 2013).

Figura 8 — Mecanismo de patogenicidade de EAEC (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
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Outras toxinas podem ser citadas, como a protease involved in colonization
(Pic), uma protease que tem atividade de mucinase, codificada pelo gene
cromossomal pic, e a Shigella enterotoxin 1 (ShET1) que causa acumulagdo de

fluido intestinal, codificada pelos genes cromossomais set1A e set1B. O sistema de
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secrecao do tipo VI (T4SS) apresenta-se como um importante fator de viruléncia da
bactéria, em que é capaz de transportar substratos, incluindo toxinas, para o meio
extracelular. E codificado pelo operon aai (aggR-activated island) presente na ilha de
patogenicidade pheU no cromossomo bacteriano, e que é composto por vinte e
cinco genes (aaiA até aaiY) (DUDLEY et al., 2006; HARRINGTON et al., 2009).

2.3.1.5. E. coli enteroinvasiva (EIEC)

EIEC engloba um conjunto de cepas bacterianas capazes de causar
desinteria bacilar, a mesma doenga causada por bactérias do género Shigella. EIEC
tém a capacidade de invadir a mucosa intestinal, penetrar nas células epiteliais por
endocitose e se multiplicar no interior das células, ocasionando coélicas abdominais,
nauseas, febre e diarreia com muco e sangue. Dentre os sorogrupos pertencentes a
EIEC, pode-se citar 0121, 0124, 0135, 0136, 0143, 0144, 0152, 0159 e O164
(LAN et al., 2004; MICHELACCI et al., 2016).

A patogenia das cepas de EIEC envolve genes presentes em um plasmideo
de viruléncia (pINV) e é determinada por trés operons: mxi (membrane excretion of
ipa) e spa (surface presentation of invasion plasmid antigens), que codificam um
sistema de secregao do tipo lll (T3SS), e ipa (invasion plasmid antigens) que codifica
proteinas de invasao celular que sao secretadas pelo T3SS (Figura 9) (LAN et al.,
2004; PENG; YANG; JIN, 2009).

O T3SS inclui proteinas como as lipoproteinas MxiJ e MxiM, proteinas
transmembrana como MxiA e outras proteinas que séo codificadas pelo operon mxi.
Além disso, proteinas adicionais sao codificadas pelo operon spa, como a Spa32,
uma proteina importante que controla a especificidade do substrato com o T3SS.
Apds o contato com as células intestinais, esse sistema tem como fungao transportar
e internalizar proteinas bacterianas na célula, facilitando a invasédo bacteriana. O
operon ipa compreende quatro genes, ipaABCD, que codificam proteinas que sao
detectadas no soro de pacientes infectados. Esse operon também codifica uma
proteina, a IpgC, que faz ligacdo entre as proteinas IpaB e IpaC no citosol
bacteriano, impedindo sua degradacdo. O complexo Ipa se insere na membrana
celular dos enterdcitos provocando acumulo de actina no local da ligagéo bacteriana
(COBURN; SEKIROV; FINLAY, 2007; MAURELLI, 2013).
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Figura 9 — Mecanismo de patogenicidade de EIEC (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
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Outras proteinas sao secretadas por cepas de EIEC, e dentre elas estéo as
proteinas da familia IpaH, como a IpaH 7.8 e a IpaH 9.8. Os membros da familia
IpaH séo codificados por genes ipaH presentes tanto no cromossomo bacteriano,
quanto nos plasmideos de viruléncia. Por estar presente em multiplas copias em
EIEC, normalmente os genes que as codificam sdo utilizados para detectar esse
patotipo. A proteina IpaH 7.8 esta envolvida na viruléncia enquanto IpaH 9.8 esta
relacionada com a diminuicdo da resposta inflamatoria do hospedeiro (COBURN,;
SEKIRQV; FINLAY, 2007; MAURELLI, 2013).

2.3.1.6. E. coli difusamente aderente (DAEC)

DAEC inclui cepas bacterianas potencialmente diarreiogénicas, no entanto,
inicialmente esse termo era utilizado para caracterizar cepas de E. coli capazes de
se aderir a células Hep-2 de forma diferenciada das EPEC. Com a descoberta de
EAEC, as DAEC passaram a ser reconhecidas como um patotipo de DEC (SARKAR,
2008).

Cepas de DAEC estdao associadas com diarreia aquosa que pode se tornar
persistente em criangas. O processo fisiolégico de infecgdo por essas cepas ainda
nao esta bem estabelecido, no entanto, sabe-se que apresentam como
caracteristica a aderéncia difusa (DA) em células epiteliais, que ocorre devido a
producao de adesinas codificadas por genes presentes nos operons afa/draa/daa,
importantes para a patogénese e detecgdo dessas cepas (Figura 11)
(BOUGUENEC; SERVIN, 2006; MANSAN-ALMEIDA; PEREIRA; GIUGLIANO, 2013;
SARKAR, 2008).
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Figura 10 — Mecanismo de patogenicidade de DAEC (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
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2.3.2. S. aureus

S. aureus é a espécie mais comumente relacionada a infec¢des hospitalares
e é reconhecida como um dos principais agentes patogénicos relacionados com
doencgas transmitidas por alimentos. A bactéria se apresenta na forma de cocos
Gram-positivos, com formato de “cachos de uva”, mas também pode ser encontrada
isolada, aos pares ou cadeias curtas. Nao apresenta motilidade e nao forma esporo.
Tem um metabolismo aerdébico e anaerdbio facultativo, com capacidade de
crescimento em temperatura entre 12-44°C, e temperatura 6tima de 37°C. E capaz
de fermentar agucares produzindo acido, mas ndo produz gas. A capacidade de
fermentar manitol € uma das caracteristicas da espécie, sendo a unica do género a
utilizar esse agucar. S. aureus é capaz de produzir a enzima catalase e quando
cresce na presenca de gema de ovo, forma-se um halo opaco a sua volta devido a
sua capacidade lipolitica. Também é capaz de produzir diversas enzimas, como a
coagulase, DNAse, gelatinase e urease (KUMAR, 2016; SHAHDORDIZADEH et al.,
2016).

S. aureus é capaz de causar diversas doencgas, incluindo infecgcdes de menor
grau, como abcessos e a sindrome da pele escaldada, e infecgdes mais graves,
como endocardite, pneumonia e septicemia. Normalmente, a patogenicidade da
especie envolve diversos fatores, com excecado das doengas que sao mediadas por
toxinas, como as enterotoxinas estafilocdcicas (SE) ou superantigenos (SAgs), que

sao responsaveis pelos casos de intoxicagao alimentar envolvendo S. aureus. Essas
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SE sao também denominadas SAgs por ativarem uma grande quantidade de células
T do sistema imunoldgico do hospedeiro, enquanto toxinas tipicas ativam pequenas
quantidades. Além disso, ganham destaque por ndo serem eliminadas através do
processo térmico, aumentando as chances de gerar intoxicagdes (CHEUNG, 2001;
LEVINSON, 2016; SHAHDORDIZADEH et al., 2016).

A intoxicagao alimentar por S. aureus ocorre devido o consumo de alimentos
que apresentam uma ou mais SE em quantidade suficientes, menores que 1.000 ng,
que é atingida quando S. aureus excede 100.000 UFC/g de alimento. Os sintomas
da intoxicagdo tem inicio rapido e incluem nauseas, vomitos, célicas abdominais,
podendo ocorrer diarreia. A principal fonte de contaminagdo de alimentos por S.
aureus é através dos manipuladores, devido o manuseio improprio de alimentos
seguida de armazenamento em condi¢gdes que permita o crescimento da bactéria e
producao de enterotoxinas. Dentre os alimentos frequentemente envolvidos na
intoxicagao alimentar por S. aureus estdo as carnes, ovos, produtos de panificagao,
como bolos recheados, leite e produtos lacteos (ARGUDIN; MENDOZA; RODICIO,
2010; NUNES; CALDAS, 2017; OLIVER; JAYARAO; ALMEIDA, 2005).

SE pertencem a uma familia de toxinas pirogénicas (PT) que sao sintetizadas
por S. aureus na fase logaritmica de crescimento. Tém como caracteristica serem
resistentes a tratamentos térmicos e baixo pH, condigdes que normalmente
destroem a bactéria que as produzem, além de serem resistentes a acido de
enzimas proteoliticas do trato digestivo. Atualmente, as SE incluem SEA, SEB, SEC
(SEC1, SEC2 e SEC3), SED e SEE, que sao as de maior ocorréncia e apresentam
atividade emética no hospedeiro. Além dessas, outras SE ja foram identificadas,
como SEG, SEH, SEI, SER, SES e SET que também apresentam atividade emética.
Novas proteinas tem sido descobertas e s&o denominadas staphylococcal-like
proteins (SE/) que ndo apresentam atividade emética, mas apresentam sequéncias
de aminoacidos em sua estrutura semelhantes as SE, e incluem SE/J, SE/K, SEIL,
SEM, SEIN, SE/O, SE/P, SEIQ, SEM, SEU2 e SEN. TSST-1, inicialmente
denominada SEF, é uma toxina também produzida por S. aureus, e esta relacionada
com o choque toxico, ndo apresentando atividade emética (ARGUDIN; MENDOZA;
RODICIO, 2010; OMOE et al., 2013).

Os genes que codificam SE e SE/ estao presentes em plasmideos, profagos,

ilhas de patogenicidade (SaPls) e ilhas gendbmicas. Com relagdo aos plasmideos,
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dois sao conhecidos, plB485 e pF5, que apresentam genes como sed, selj, ser, ses
e set. Dentre os profagos, ®Sa252B, ®Mu3A, OMu50A, ®NM3 e OSaTW20
possuem o gene sea, PSa3ms e PSa3mw possuem 0s genes sea, selk e selq e
®Sa3n e ®04-02981 carreiam o gene selp. Genes como seb, sell, sec e tst estdo
presentes nas ilhas de patogenicidade do cromossomo, e podem ser transferidos de
uma cepa a outra devido a capacidade de replicagcdo em profagos. llhas genémicas
como vSaa e vSaf, apresentam genes que ndo sado carreados e estdo
exclusivamente presentes em S. aureus. vSaa apresentam genes codificadores de
lipoproteinas (Ip/) e genes de exotoxinas (ss/). vSaP3 possui genes de SE/SE/ como
seg, sei, selm, seln, selo e selu formando enterotoxin gene cluster (egc) e que estao
agrupados em um operon (GRUMANN; NUBEL; BROKER, 2013; SCHELIN et al.,
2011).

O modo de acgao das SE ainda esta sendo elucidado devido a descoberta de
novas proteinas que nao apresentam acdo emética. De um modo geral, as SE
estimulam receptores neurais locais das visceras abdominais, gerando a
transmissao de impulsos através do nervo vago e dos nervos simpaticos, resultando
no estimulo do centro emético medular. SE induzem o processo de liberacdo de
mediadores inflamatérios, como histaminas e leucotrienos, por serem capazes de
atingir a mucosa intestinal, levando ao estimulo do centro emético medular.
Alteracbes inflamatérias importantes aparecem principalmente no estdbmago e no
intestino delgado. A diarreia pode ocorrer devido a inibicado da reabsorgao de agua e
eletrolitos no intestino delgado (ARGUDIN; MENDOZA; RODICIO, 2010; AUSTIN,
2017).

O leite bovino é um veiculo de transmissao importante de S. aureus, uma vez
que essa bactéria é a principal causadora de mastite em bovinos. Assim, a
contaminacgao do leite pode ocorrer diretamente do animal. Uma vez que, é capaz de
produzir SEs, a presenca de S. aureus no leite pode ocasionar intoxicagao alimentar.
Além disso, a presencga de cepas que apresentam resisténcia a antimicrobianos tém
sido cada vez mais frequentes. Thaker (2015) analisou 160 amostras, incluindo leite
e produtos lacteos, e isolou cepas de S. aureus de 10 amostras, que apresentaram
resisténcia antimicrobiana a penicilina G. Herrera, Garcia-Lopez e Santos (2016)
isolaram e caracterizaram oito cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)

de queijos frescos produzidos com leite cru obtidos de fazendas da Colombia. Riva e
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colaboradores (2015) analisaram 383 amostras de leite cru, e encontraram S. aureus
em 35 delas, sendo que 5 amostras apresentavam MRSA (TEREKGNE et al., 2015).

2.4. Compostos naturais

2.4.1. Oleo essencial de orégano (OEO)

A planta Origanum vulgare L. (familia Lamiaceae) é uma planta herbacea que
apresenta aroma e sabor caracteristicos, e esta presente na Europa, norte da Africa
e Asia sendo utilizada mundialmente como matéria-prima para medicamentos e
produtos alimenticios. O OEO é um dleo essencial extraido da planta O. vulgare L.,
com mais de 50% da sua composigao consistindo em compostos fendlicos, como
timol e carvacrol. Outros compostos, como terpenos e sesquiterpenos, também
estdo presentes. Devido sua composicdao, o OEO apresenta propriedades anti-
inflamatdrias, antioxidantes, antimicrobianas, anticancerigenas, emolientes e
digestivas (HAN et al., 2017; RAO et al., 2011; SCANDORIEIRO et al., 2016).

Timol e carvacrol (Figura 11) sdo monotepenos fendlicos, similares em
estrutura, diferenciando apenas na posi¢cao de ligagdo do grupo hidroxila no anel
fendlico. Tém importante agcao antimicrobiana, interagindo com proteinas presentes
na membrana celular dos microrganismos e alterando sua permeabilidade. Essa
interagdo gera uma perda do potencial de membrana e extravasamento de ions,
como potassio, e também de ATP, gerando a lise celular. Apresentam acéo contra
microrganismos Gram-negativos, como E. coli, Gram-positivos, como S. aureus,
contra fungos, como Candida sp. e virus, como os norovirus (GILLING et al., 2014,
HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; NOSTRO et al., 2007; XU et al., 2008).

Rodrigues e colaboradores (2017) mostraram a capacidade do OEO de inibir
cepas de S. aureus e impedir a formacdo de biofiimes por essa bactéria em
superficie de poliestireno. Pesavento e colaboradores (2015) comprovaram a agao
do OEO associado ao 6leo de alecrim e 6leo de tomilho, contra cepas de S. aureus
presentes em almodndegas, em que uma concentracdo de 2% inibiu a bactéria.
Marques e colaboradores (2015) demonstraram a inibicdo de cepas de S. aureus
presentes em produtos carneos derivados de aves por OEO, indicando que esse

Oleo essencial pode ser uma alternativa a preservagao de alimentos.
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Figura 11 — Estrutura quimica do timol e carvacrol, constituintes do OEO (HYLDGAARD; MYGIND;
MEYER, 2012).
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Moraes-Lovison e colaboradores (2016) comprovaram a agao do OEO contra
cepas de E. coli presentes em patés de frango, indicando sua acao inibitéria e
bactericida. Barbosa e colaboradores (2016) verificaram a acgéo inibitéria do OEO e
de sua associagao com o Oleo de alecrim no controle de E. coli em vegetais, em que
ambos os casos foram eficazes. Govaris e colaboradores (2011) mostraram a
capacidade do OEO de inibir cepas de E. coli O157:H7 em queijos feta,
comprovando o efeito inibitorio desse O&leo essencial contra microrganismos

patogénicos.

Recentemente, com avanc¢o da nanotecnologia, Scandorieiro e colaboradores
(2016) demonstraram a acao antibacteriana do OEO contra E. coli e S. aureus. O
OEO apresentou alta atividade bactericida contra cepas de E. coli (0,06% - 0,12%) e
S. aureus (0,06%), além de demonstrar efeito sinérgico na atividade antibacteriana
quando combinado com nanoparticulas de prata biogénica (produzidas por enzimas

do fungo Fusarium oxysporum).

Dessa forma, o OEO e seus componentes bioativos tém sido estudados para
avaliar a atividade antimicrobiana desses compostos e verificar a aplicabilidade na
industria alimenticia, com o objetivo de aumentar a vida util dos alimentos e impedir
o crescimento de microrganismos patogénicos e deteriorantes. Um dos obstaculos
para a utilizacdo do OEO em alimentos € a mudanga sensorial que esse 0leo
essencial pode ocasionar. Por esse motivo, atualmente, formas de aplicabilidade

desse composto em alimentos tem sido pesquisadas, dentre elas as nanoemulsoes,
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com o objetivo de manter sua capacidade antimicrobiana e diminuir seu efeito
sensorial no alimento (MORAES-LOVISON et al., 2016; SIROLI et al., 2014).

2.4.2. Mel

Na tradicdo humana, o mel tem sido utilizado como nutriente e como agente
terapéutico. E constituido por monossacarideos, como frutose e glicose, que s&o os
principais componentes. Apresenta proteinas, vitaminas, &acidos organicos e
minerais, além de compostos polifendlicos, como os acidos fendlicos e flavonoides
(Figura 12), responsaveis pela agao “promotora da saude” do mel. Apresenta uma
atividade antioxidante importante devido a presenca desses compostos fendlicos,
que reduz as reagdes oxidativas, tanto nos alimentos, quanto no homem (HABIB et
al., 2014; SOUSA et al., 2016).

O uso do mel na medicina tradicional para tratamento de infec¢des tem sido
praticado desde a origem da humanidade. Atualmente, pesquisas tém demonstrado
a acgao antimicrobiana do mel, que tem capacidade de inibir microrganismos
patogénicos e microrganismos deteriorantes de alimentos. A apiterapia € um ramo
da medicina tradicional desenvolvida com o intuito de utilizar produtos derivados das
abelhas, como o mel, para fins terapéuticos, incluindo infecgcdes bacterianas
(MANDAL; MANDAL, 2011).

Figura 12 — Estrutura quimica dos acidos fenodlicos e flavonoides presentes no mel (ANGELO;
JORGE, 2007).
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Inicialmente, acreditava-se que a atividade antimicrobiana do mel era devido a
presenca de altas concentragdes de agucar e de perdxido de hidrogénio. No entanto,
atualmente sabe-se que os compostos fendlicos também estdo relacionados com as
propriedades antimicrobianas do mel. O perfil fendlico do mel é variavel,
dependendo da sua origem floral e entomoldgica. Dessa forma, os méis que sao
produzidos por espécies de abelhas distintas e recolhidos em locais diferentes,
apresentam diferengas nas suas propriedades bioldgicas (AHMED; OTHMAN, 2013;
SOUSA et al., 2016).

As abelhas sem ferrao (Hymenoptera: Apidae, Meliponinae) formam o grupo
com maior diversidade de abelhas tropicais eussociais. Estdo presentes na América
Central, América do Sul, Africa, Asia e Australia. Sdo consideradas polinizadores
potenciais, alcancando plantas em ambientes selvagens e pomares. O mel
produzido pela abelhas sem ferrdo € muito valorizado como fonte alimenticia. Além
disso, tem sido muito utilizado na América Central, América do Sul e Africa por suas
propriedades terapéuticas (BOORN et al., 2010; BROSI, 2009; POIANI et al., 2015).

Atualmente, sdao conhecidas mais de quinhentas espécies de abelhas
incluidas na subfamilia Meliponinae. O género Scaptotrigona inclui espécies de
abelhas indigenas que podem ser encontradas na Bolivia, no Brasil, no Paraguai e
no Peru, que tém como caracteristica serem importantes polinizadores e formarem
ninhos populosos com grande capacidade para produgdo de mel (DORNELES,
2015; FERREIRA et al., 2013; RAMON-SIERRA; RUIZ-RUIZ; ORTIZ-VAZQUEZ,
2015).

As abelhas com ferrdo (Hymenoptera: Apidae), como a espécie Apis mellifera,
sdo importantes produtoras de mel. A. mellifera é uma abelha europeia que foi
inserida no Brasil com o objetivo de melhorar a atividade apicola. A subespécie A.
mellifera scutellata (Lepeletier, 1836) € uma abelha africana considerada uma das
mais produtivas. Possuem alta capacidade de defesa, de adaptagcdo a ambientes
inéspitos, alta producao de mel, rapida capacidade de reprodugdao e enxameacao,
proporcionando um rapido povoamento das regides e apiarios (NUNES et al., 2012;
RANGEL et al., 2016).

Dessa forma, verificar a presenca de patdgenos em leite e produtos lacteos é

importante para evitar o consumo de alimentos contaminados e o surgimento de
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doencas de origem alimentar. Por isso, o desenvolvimento de técnicas para
deteccao desses microrganismos é essencial e atualmente, as técnicas moleculares
tém ganhado destaque. Além disso, a utilizagdo de compostos naturais que
possuem acao antimicrobiana, como o OEO e os méis, podem ser interessantes na
prevencao de contaminagdes por patdgenos em leite e seus derivados, desde que
nao ocorra interferéncia no crescimento das LAB, utilizadas na fabricacdo dos

produtos lacteos fermentados.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo
O estudo teve como objetivo padronizar a detec¢cao de Escherichia coli
diarreiogénica em leite bovino utilizando multiplex-PCR, e verificar a eficiéncia na
atividade antibacteriana do 6leo essencial de orégano e de méis contra bactérias

acido laticas, Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

4.2. Objetivos Especificos
- Padronizar e validar um sistema de multiplex-PCR para detecgao de E. coli
diarreiogénica (STEC e ETEC) no leite;

- Avaliar a agao antibacteriana do OEO e de méis em bactérias acido laticas,

utilizadas em produtos lacteos fermentados;

- Avaliar a agao antibacteriana do OEO e de méis em bactérias patogénicas

alimentares (E. coli e S. aureus);

- Avaliar a agao antibacteriana de substancias produzidas por bactérias acido

laticas contra E. coli e S. aureus.
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RESUMO

O leite bovino € um alimento completo por apresentar uma variedade de nutrientes,
e é consumido mundialmente na sua forma original ou utilizado como matéria-prima
na fabricagao de diferentes produtos lacteos fermentados. A producéo do leite e de
seus derivados envolve diversas etapas importantes que podem interferir na
qualidade do alimento, como a presenga de contaminantes bioldgicos, incluindo
Escherichia coli. Esses microrganismos s&o importantes contaminantes, devido sua
capacidade de causar infecgbes e intoxicagées no homem. O objetivo do estudo foi
detectar E. coli diarreiogénica em leite utilizando uma multiplex-PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase — multiplex) desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa. Para
a padronizacdo da multiplex-PCR foram pesquisados os genes stx2 e elt para
deteccao de E. coli produtora de Shiga-toxina (STEC) e E. coli enterotoxigénica
(ETEC), respectivamente. As quantidades celulares testadas foram 10" a 10° UFC
mL" de leite UHT (Ultra-High-Temperature) e leite pasteurizado, ambos desnatados.
O sistema de multiplex-PCR utilizado demonstrou deteccédo de E. coli apenas a 10°
UFC mL™ tanto para o leite UHT quanto para o leite pasteurizado. Esses resultados
indicam que a multiplex-PCR pode ser utilizada para deteccdo de E. coli
dirreiogénica direto no leite.

Palavras-chave: Alimento; Escherichia coli diarreiogénica; Multiplex-PCR,;
Identificacdo bacteriana.
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1. INTRODUGAO

O leite bovino € um alimento com grandes quantidades de nutrientes
consumido por pessoas de todas as faixas etarias, principalmente criancas. E
utilizado como matéria-prima para produgao de varios produtos lacteos, dentre eles
iogurtes, manteiga, queijos e doces. Tanto o leite quanto os produtos lacteos
passam por diversas etapas envolvendo producdo, processamento e estocagem,
que apresentam fatores que podem interferir na qualidade do alimento, como a
presenca de contaminantes biologicos devido seu alto valor nutritivo, pH neutro e
alta atividade de agua (CERVA et al., 2014; XU et al., 2015).

Os contaminantes bioldgicos incluem os microrganismos capazes de causar
deterioracdo no alimento e potenciais patdégenos capazes de causar infeccdo ou
intoxicagdo em humanos veiculadas por alimentos. Dentre esses microrganismos,
cepas de Escherichia coli patogénicas podem estar presentes em alimentos, como o
leite e os produtos lacteos, e causar diarreia. Essas cepas sao denominadas E. coli
diarreiogénicas (DEC) e podem ser divididas em seis patotipos: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora de Shiga-toxina (STEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
Esses patotipos sao diferenciados de acordo com os fatores de viruléncia
produzidos pelas cepas, como a produg¢ao de toxinas especificas e a capacidade de
se ligar e invadir a célula-alvo (FERNANDEZ et al.,, 2015; FUJIOKA; OTOMO;
AHSAN, 2012; GUILLEN; MILLAN; ARAQUE, 2014; WELCH, 2006; WILLIAMS;
TORRES; LLOYD, 2010).

Atualmente, STEC é o patotipo de E. coli mais relacionado com contaminagao
de leite e produtos lacteos. Essa associacdo € possivel, uma vez que, esta
frequentemente presente no trato gastrintestinal de bovinos, podendo ou nao causar
doenca nesses animais. Outro patotipo importante € ETEC, que causa diarreia
aquosa e doenga de origem alimentar semelhante a cdlera, atingindo todas as faixas
etarias. Sua transmissao ocorre através de agua e alimentos contaminados, como
leite e produtos lacteos, sendo um dos patotipos mais comuns em paises em
desenvolvimento (COURA; LAGE; HEINEMANN, 2014; NOBILI et al., 2016; QADRI
et al., 2005)
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STEC inclui cepas capazes de causar diarreia em humanos ao colonizar o
coélon, podendo evoluir para colite hemorragica (HC) e sindrome urémica hemolitica
(HUS). S&o cepas de STEC capazes de produzir citotoxinas atualmente
denominadas toxinas Shiga (Stx1 e Stx2), que apresentam agéo importante no
sistema circulatério e renal. Atualmente, o sorotipo O157:H7 é o mais frequente.
ETEC inclui cepas capazes de causar diarreia tanto em criancas quanto em adultos
e geralmente estéo relacionadas com a contaminacao fecal de alimentos e agua. A
patogenicidade dessas cepas esta relacionada com a capacidade de produzir
enterotoxinas, a toxina termolabil (LT) e a toxina termoestavel (ST) (DUBREUIL,
2014; GOUALI; WEILL, 2013; IN et al., 2016; JAFARI; ASLANI; BOUZARI, 2012).

O objetivo do estudo foi aplicar um sistema de multiplex-PCR (Multiplex
Polimerase Chain Reaction) para detecgdo de STEC e ETEC no leite UHT (Ultra

High Temperature) e pasteurizado, contaminado artificialmente.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Cepas bacterianas

As cepas utilizadas no estudo como controles positivos para os genes stx2
(EHEC EDL 933 - O157:H7) e elt (ETEC H104:07) pertencem a colegao bacteriana
do Laboratério de Bacteriologia Basica e Aplicada, do Departamento de
Microbiologia, na Universidade Estadual de Londrina (Londrina-PR, Brasil). Essas
cepas foram inoculadas em caldo infusdo de cérebro e coragado (BHI - Difco®) e
incubadas a 35 = 2 °C por 24 h. Posteriormente, o caldo BHI foi semeado em agar
Nutriente (NA - Difco®) e incubado a 35 £ 2 °C por 24 h para posterior contaminagao

artificial do leite (UHT e pasteurizado) e extracdo de DNA bacteriano.
2.2. Leite Bovino UHT e Pasteurizado

O leite UHT e o leite pasteurizado foram obtidos de forma comercial e
contaminados artificialmente com as cepas de controle positivo para STEC e ETEC.
Para isso, colénias dessas cepas foram isoladas do agar NA e diluidas
separadamente em salina estéril 0,85 % para ajuste do in6culo na escala 5 de
McFarland (correspondente a 1,5 x 10° UFC mL™"). Na sequéncia, diluicdes em série

foram realizadas em leite UHT e em leite pasteurizado para deteccido das cepas (101
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a 10° UFC mL™). Todas as diluicdes foram submetidas a fervura e centrifugadas.
Cada diluigao foi considerada como amostra na realizacdo do sistema de multiplex-
PCR.

2.3. Multiplex-PCR

O sistema multiplex-PCR utilizado no estudo foi desenvolvido por Vendruscolo
e colaboradores (2016), utilizando os iniciadores stx2 (STEC) e elt (ETEC), conforme
descrito na Tabela 1. Os reagentes foram utilizados nas seguintes concentragdes:
Tampao 1x; MgCl; 2,2 mM; dNTP 0,46 mM cada e Taq polimerase 3U.

Tabela 1 — Descrigédo dos iniciadores e das concentragdes de reagentes utilizados no multiplex-PCR.

Gene Iniciadores (5 >3’) Tamanho do Referéncias
(GenBank) fragmento de
amplificagéo (pb)

stx2* TTAACCACACCCCACCGGGCAGT 346 LEOTTA et al., 2005
(AY633471.1)  GCTCGGATGCATCTCTGGT
elt* AGGCGTATACAGCCCTCACCCA 530 VENDaFfUZS(ﬁgLO et

(EU113248.1) ACCTGAAATGTTGCGCCGCTCT

As reagdes de multiplex-PCR foram realizadas em termociclador (ESCO-Swift
MaxPro®) adotando a programacgao: 95 °C / 5 min, 15 ciclos de 95 °C / 1 min, 62 °C /
2min e 72 °C / 2 min, 20 ciclos de 95 °C / 1min, 59 °C / 2,5min e 72 °C / 1 min, com
uma temperatura final de 72 °C / 7 min. O volume final utilizado na reagao foi de 25
ML. Os produtos do multiplex-PCR contendo Gel Red (Biotium®) foram separados
em gel de agarose a 2,5 % a 70 V por 90 min. Os fragmentos amplificados foram

visualizados em transiluminador de UV.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Figuras 13 e 14 é possivel verificar o resultado obtido do multiplex-PCR
para o leite UHT e pasteurizado, respectivamente, apds a eletroforese em gel de
agarose. Nos experimentos foi verificada a detecgdo do DNA bacteriano em trés

situagoes distintas, descritas na tabela 2.
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Tabela 2 — Descrigdo dos tratamentos testados na multiplex-PCR.

Tratamento Descrigao
C+, DNA bacteriano extraido por fervura e mantido em estoque (3 meses).
C+, DNA bacteriano extraido por fervura previamente a utilizagdo, durante o experimento.
C+. DNA bacteriano extraido por fervura com adi¢ao de leite na proporgéo 1:1 (DNA

extraido: Leite, v/v).

Figura 13 — Imagem dos produtos amplificados através do multiplex-PCR em gel de agarose a 2,5%
para o leite UHT.

C- C+a C+b C+c 10° 10°® 107 10° 10° 10* 10° 10% 10

500 bp

100 bp

C- (controle negativo); C+, (controle positivo — DNA extraido em estoque por 3 meses); C+,, (controle
positivo — DNA extraido previamente a utilizagédo); C+. (controle positivo extraido a aproximadamente
10° UFC mL™" na presenca de leite); 10° a 10’ (quantidade de UFC mL™" presente na amostra de
leite).

Figura 14 — Imagem dos produtos amplificados através do multiplex-PCR em gel de agarose a 2,5%
para o leite pasteurizado.

100 bp

C- (controle negativo); C+, (controle positivo — DNA extraido em estoque por 3 meses); C+,, (controle
positivo — DNA extraido previamente a utilizagdo); C+. (controle positivo extraido a aproximadamente
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10° UFC mL™" na presenca de leite); 10° a 10" (quantidade de UFC mL™ presente na amostra de
leite).
Foi possivel verificar que tanto no leite UHT quanto no leite pasteurizado, néo

houve diferenca no uso de C+, e C+y,, e, além disso, foi possivel detectar os
controles positivos de STEC e ETEC na presenca do leite (C+¢).

Abdelhai, Hassanin e Sun (2016) compararam quatro métodos de extragao de
DNA, utilizando kits de extragdo, métodos fisicos, utilizacdo de fenol/etanol e por
fervura. Com relacdo ao método por fervura, o DNA foi extraido, refrigerado,
amplificado e submetido a eletroforese para verificar sua eficiéncia. Os resultados
mostraram que o método por fervura € aplicavel, em que o DNA extraido se
apresentou adequado para utilizagdo em analises moleculares como PCR, sendo
similar aos resultados obtidos em nosso estudo. Dashti e colaboradores (2009)
verificaram a eficiéncia de dois métodos térmicos, por fervura e utilizando micro-
ondas, para extracdo do DNA de bactérias Gram negativas e sua aplicagdo em
PCR. Como resultados, comprovaram a eficiéncia de ambos os métodos, obtendo
DNA adequado para utilizacdo em técnicas de PCR, assim como verificado em
nosso estudo.

Tanto no leite UHT quanto no leite pasteurizado, a deteccdo das cepas
bacterianas contendo os genes elt e stx2 através da diluicio em série (10° a 10’
UFC mL™") foi possivel apenas a 10° UFC mL". Essa quantidade celular é
semelhante a utilizada para C+c. Assim, é possivel verificar que o leite pode interferir
na deteccdo dos genes stx2 e elt quando a concentragao celular for abaixo de 10°
UFC mL™", uma vez que, em concentracdes menores nao ocorreu a deteccao desses
genes.

Resultados distintos ao nosso estudo foram demonstrados por Fode-Vaughan
e colaboradores (2003). O estudo verificou a aplicagdo de PCR para deteccao de E.
coli O157:H7 de forma direta, sem extracdo do DNA bacteriano, utilizando diluicdo
seriada. Como resultado verificaram a deteccdo do gene stx2 entre uma
concentracgdo celular de 102 e 10° UFC mL™. Os autores atribuiram a presenga de
substancias no leite que impediram a detecgdo bacteriana na concentracido celular
de 10° UFC mL™. Em um estudo desenvolvido por Omiccioli e colaboradores (2009)
foi analisada a aplicacdo de multiplex-PCR em amostras de leite contaminadas
artificialmente. A extragcdo do DNA bacteriano foi realizada, no entanto, utilizando
fenol/cloroféormio, diferindo do nosso estudo, realizado por fervura. Com isso,

conseguiram obter uma detec¢ao de genes bacterianos em uma quantidade celular
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de 10" UFC mL' a 10* UFC mL". Esses dados sugerem a possibilidade de
modificagdo do sistema de extracdo do DNA bacteriano do nosso estudo para

deteccdo dos genes a uma quantidade celular inferior.

4. CONCLUSAO

A multiplex-PCR pode ser utilizada para deteccédo direta no leite, de E. coli

diarreiogénica.
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RESUMO

O leite bovino e seus derivados podem ser afetados pela presenca de
contaminantes bioldgicos, ou seja, microrganismos que atingem o alimento a partir
de falhas durante a produgédo. Dentre esses microrganismos, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus estao frequentemente relacionados com doencas de origem
alimentar, sendo capazes de causar infecgdes e intoxicagdes no homem. O objetivo
do estudo foi avaliar a acdo antibacteriana do 6leo essencial de orégano (OEO) e de
trés tipos de méis (Scaptotrigona postica — SP, Scaptotrigona bipunctata - SB e Apis
mellifera - Apis) sob bactérias acido laticas (LAB), E. coli e S. aureus. Para avaliar a
acao antibacteriana do OEA e dos méis, foram determinadas a concentragao
inibitéria minima (MIC), a concentragcado bactericida minima (MBC) e determinagao
da atividade antibacteriana das bacteriocinas produzidas por LAB. Os testes
realizados para os compostos naturais demonstraram importante atividade
antibacteriana do OEO (MIC variando entre 0,06 - 0,31 %, contra E. coli e S. aureus)
e dos méis SP e SB (MIC variando entre 1,25 - 5 %, dos méis contra E. coli e S.
aureus), além de indicar que essas concentragdes também sdo bactericidas. No
entanto, essa atividade antibacteriana é similar para as LAB (MIC de 0,15 % para o
OEO; e entre 1,25 - 5 %, para os méis SP e SB), indicando que o uso desses
compostos naturais em produtos lacteos fermentados deve ser controlado. Nao foi
possivel detectar a MIC do mel Apis (acima das concentragdes testadas). Nao foi
possivel determinar a atividade antibacteriana das bacteriocinas. Dessa forma, os
compostos naturais podem ser utilizados no controle de microrganismos
patogénicos, como E. coli e S. aureus, no entanto, seu uso deve ser controlado em
produtos lacteos fermentados, uma vez que atua sob em LAB, podendo afetar na
qualidade do produto final.

Palavras-chave: Antibidticos naturais; Abelhas indigenas; Apis; Oleo essencial de
orégano; Mel; Scaptotrigona sp.; Antibacteriano.
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1. INTRODUGAO

Leite e produtos fermentados sao alimentos basicos da dieta humana e séo
produzidos e consumidos desde o inicio da civilizagdo. Os produtos fermentados sao
definidos como alimentos desenvolvidos a partir do crescimento de microrganismos
de forma controlada com diversas reagdes enzimaticas envolvidas (JAY, 2005;
MARCO et al., 2017). Esses microrganismos incluem bactérias, leveduras e fungos
que contribuem para o sabor, textura, aparéncia e outras propriedades funcionais de
alimentos como queijos maturados e conservas. Na maioria dos casos, mais de um
grupo de microrganismos esta envolvido na fermentagdo, sendo que as bactérias
acido laticas (LAB) sao as principais utilizadas (HUTKINS, 2006).

As LAB produzem compostos a partir da degradacao de carboidratos. Dentre
esses compostos pode-se citar o acido latico, principal produto do metabolismo, e as
bacteriocinas, que apresentam atividade antimicrobiana. Diversos géneros estdo
inclusos nesse grupo de bactérias, dentre eles Lactococcus sp. e Leuconostoc sp.
No género Lactococcus duas subespécies sao muito utilizadas na produgdo de
produtos lacteos como culturas starter: Lactococcus lactis subsp. lactis e
Lactococcus lactis subsp. cremoris. Sao bactérias homofermentativas e produzem
L(+)-acido latico (CASALTA E MONTEL, 2008; RUGGIRELLO et al., 2016). No
género Leuconostoc duas espeécies sao utilizadas como culturas starters:
Leuconostoc mesenteroides e Leuconostoc pseudomesenteroides. Realizam o
metabolismo heterofermentativo e sdo capazes de produzir D(-)-acido latico, acido
acético e etanol. Além disso, sao utilizados para a fabricagdo de alguns tipos de
queijo devido sua capacidade de produzir CO, (POGACIC et al., 2014).

Por serem alimentos pereciveis, o leite e os produtos lacteos podem ser
facilmente contaminados por microrganismos, sendo considerados veiculos de
doencas (KUMAR; PRASAD, 2010).

Escherichia coli € uma bactéria presente no trato gastrintestinal de humanos e
animais, no entanto, algumas cepas adquiriram fatores de viruléncia, o que as torna
importantes causadores de doengas em humanos. As cepas de E. coli podem ser
veiculadas por alimentos, como o leite e produtos lacteos, devido a contaminagao
fecal associada as mas condi¢gées higiénico-sanitarias durante as etapas de

producao desses alimentos. Além disso, € um importante patdégeno relacionado com
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mastite em bovinos, sendo uma das causas de contaminagao direta do leite. As
cepas denominadas E. coli diarreiogénicas (DEC) sdo capazes de causar doencgas
no trato gastrintestinal de humanos e sdo divididas em seis patotipos: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora de Shiga-toxina (STEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004;
FARROKH et al., 2012).

Staphylococcus aureus € um importante microrganismo contaminante, e um
dos agentes etioldgicos de mastite em bovinos. E uma bactéria que tem a
capacidade de produzir enterotoxinas termoestaveis, que ndo sao inativadas por
processos térmicos, e tem sido causa de intoxicagdes alimentares em humanos em
diferentes paises. A contaminacdo por S. aureus pode ocorrer diretamente a partir
do animal ou devido as mas condi¢des higiénico-sanitarias durante a ordenha,
processamento e armazenamento do leite e produtos lacteos (SCHUBERT et al.,
2016; WILLIAMS; TORRES; LLOYD, 2010).

Atualmente, diversas maneiras de controle desses agentes patogénicos tém
sido pesquisadas. A utilizacdo de compostos naturais, como os Oleos essenciais,
esta recebendo destaque por nao deixarem residuos nos alimentos, nao
comprometendo a saude humana, além de apresentarem componentes que tém
agao antimicrobiana. O oleo essencial de orégano (OEO) € um 6leo essencial que
apresenta diversos constituintes importantes com acao antimicrobiana, dentre eles
destacam-se o carvacrol e o timol em maior quantidade (SCANDORIEIRO et al.,
2016).

O mel é um alimento utilizado pela populagdo a muitos anos devido suas
caracteristicas nutricionais e terapéuticas. Apresenta agao antimicrobiana dada a
presenca de alta quantidade de agucares, gerando um meio de baixa atividade de
agua para multiplicagdo dos microrganismos. Além disso, outros constituintes como
peréxido de hidrogénio e compostos fendlicos estdo relacionados com a agao
antimicrobiana do mel (LEE; CHUREY; WOROBO, 2008; NAZZARO et al., 2013;
SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

O objetivo do estudo foi verificar a agao antimicrobiana do OEO e de méis

produzidos pelas espécies Scaptotrigona bipunctata (Lepeletier, 1836),
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Scaptotrigona postica (Latreille, 1807) e Apis mellifera scutellata (Lepeletier, 1836)
contra cepas de E. coli e S. aureus e a agao desses compostos em bactérias acido

laticas utilizadas na produg¢ao de produtos lacteos.

2. MATERIAL E METODOS
21. Compostos antimicrobianos

O OEO utilizado no estudo foi obtido de forma comercial, puro (Ferquima®).
Para os ensaios o produto foi diluido com o emulsificante dimetilsulfoxido (DMSO -
Sigma-Aldrich®) a 50 % (v/v).

Os meéis utilizados no estudo foram obtidos do setor de apicultura da
Universidade Estadual de Londrina, localizada na cidade de Londrina-PR, e Unidade
de Conservagao Monte Sinai, localizada na cidade de Maua da Serra-PR. As
amostras de méis foram denominadas SP, SB e Apis de acordo com a espécie de
abelha produtora, sendo elas Scaptotrigona postica (Lepeletier, 1836), Scaptotrigona
bipunctata (Latreille, 1807) e Apis mellifera scutellata (Lepeletier, 1836),
respectivamente. Foram realizadas diluicdes 50 % (v/v) dos méis com agua
deionizada, e realizada a esterilizacado por filtragdo através de filtros de 0,22 um
(Millipore®).

2.2. Cepas bacterianas

2.2.1. Bactérias acido laticas (LAB)

As LAB foram obtidas de forma comercial, liofilizadas (Chr. Hansen®). Dois
pools de LAB liofilizadas foram utilizadas no estudo: CHN22 (L. lactis subsp.
cremoris, L. lactis subsp. lactis, Ln. mesenteroides subsp. cremoris e Ln.
pseudomesenteroides) e R704 (L. lactis subsp. cremoris e L. lactis subsp. lactis). Por
estarem liofilizadas, essas culturas passaram por um processo de ativagcao em leite
UHT (Ultra-High-Temperature), conforme Pereira e Gbémez (2007) com
modificagdes. Cada cultura liofilizada foi inoculada em 10 mL de leite esterilizado
desnatado e incubadas por 18-24 h em estufa contendo 5% de CO,, a 35 + 2 °C.
Apds, 1 mL do leite de cada indculo foi transferido para um tubo de ensaio contendo
10 mL de leite esterilizado desnatado e incubado sob as mesmas condi¢cdes

descritas anteriormente. Esse processo foi realizado duas vezes para cada cultura
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até completar a ativagao. Posteriormente, as culturas foram transferidas para o caldo
MRS (Man Rogosa & Sharpe - Kasvi®) na propor¢édo de 10 % (v/v) cada e
incubadas a 35 + 2 °C em estufa contendo 5 % de CO,, por 48 h. O crescimento foi
observada pela turbidez do caldo MRS. As LAB foram inoculadas em placas

contendo agar MRS e incubadas nas mesmas condicdes ja descritas.
2.2.2. Escherichia coli e Staphylococcus aureus

As cepas de E. coli e S. aureus utilizadas nos testes foram isoladas de
amostras de queijos minas frescal fabricados e comercializados na regido de
Londrina-PR-Brasil. E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 29213 também foram
utiizadas nos testes como controle. As culturas foram obtidas a partir do
crescimento em caldo BHI, a 35 £+ 2 °C em aerobiose por 24 h seguido de
semeadura em agar Nutriente (NA - Difco®) e incubagao a 35 + 2 °C em aerobiose
por 24 h.

2.3. Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (MIC)

Para se determinar a MIC, foram utilizados ensaios de microdiluigdo em caldo
proposto pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards (Clinical and
Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2012), com modificagdes. O teste foi realizado
em microtubos de 200 pyL (Ependorf®) para o OEO e microplacas de 96 pogos
(Corning®) para os méis. Foram utilizadas diferentes concentragdes dos compostos
(0,015 %; 0,03 %; 0,06 %; 0,15 %; 0,31 %; 0,62 %; 1,25 %; 2,5 % e 5 %), para se
determinar a MIC.

2.3.1. LAB

As col6nias de LAB obtidas em agar MRS foram diluidas em salina estéril
0,85% para ajuste do inéculo na escala 0,5 de McFarland (correspondente a 1,5 x
10® UFC mL™). Para utilizagdo no teste, foi realizada uma nova diluicdo em caldo
MRS para se obter uma quantidade bacteriana de 10° UFC mL™". Foram inoculados
50 pL da suspensao bacteriana nos microtubos e nos orificios das placas
previamente preparados com 50 uL de caldo MRS em diferentes concentracdes de
OEO e dos méis, totalizando 100 uL por microtubo/orificio. Os microtubos e as

placas foram incubados a 35 + 2 °C em estufa contendo 5 % de CO, durante 48 h. O
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crescimento foi verificado pela turbidez do meio, sendo que a concentragao inibitoria
minima foi definida como a menor concentracdo do composto capaz de inibir o

crescimento bacteriano. Os testes foram realizados em triplicata.
2.3.2. E. colie S. aureus

Para as cepas de E. coli e S. aureus o procedimento foi semelhante ao
utilizado para as LAB, no entanto, o meio de cultura utilizado foi o caldo Muller-
Hinton (MHB - Difco®). Os microtubos e as placas foram incubados a 35 + 2 °C por
24 h em condi¢des de aerobiose. O crescimento foi verificado pela turbidez do meio,
sendo que a concentragao inibitéria minima foi definida como a menor concentragéo
do composto que inibiu o crescimento de E. coli e S. aureus. Os testes foram

realizados em triplicata.
2.4. Determinagao da Concentragcao Bactericida Minima (MBC)

A determinagdo da MBC foi realizada de acordo com Marques e
colaboradores (2015). Apos a determinacéo do MIC, foram retiradas aliquotas de 5
ML dos microtubos/orificios que nao apresentaram crescimento microbiano. Essas
aliquotas foram semeadas em agar MRS, agar McConkey (Oxoid®) e agar Baird
Parker (Oxoid®) para verificar o crescimento das LAB, E. coli e S. aureus,
respectivamente. A incubagao do agar MRS foi a 35 + 2 °C em estufa contendo 5%
de COg, enquanto o agar McConkey e o agar Baird Parker foram incubados a 35 * 2
°C em aerobiose por 24 h. No dia seguinte avaliou-se o crescimento bacteriano nas

placas. A auséncia de crescimento indicou atividade bactericida.
2.5. Determinagao da atividade antibacteriana das bacteriocinas

Para determinacdo da atividade antibacteriana das bacteriocinas produzidas
pelas LAB que compde as duas culturas (CHN22 e R704), empregou-se 0 método
de antagonismo (“Spot on the lawn”), descrito por Lima e colaboradores (2007), com
modificagcdes. As LAB liofilizadas foram ativadas em leite UHT e transferidas para o
caldo MRS na proporgcao de 1:10 e incubadas em aerobiose a 35 + 2 °C por 48 h.
Posteriormente, o caldo MRS foi centrifugado (7.500 x g) e o sobrenadante obtido
das duas culturas laticas foi separado em duas aliquotas. Uma aliquota de cada

cultura latica foi corrigido o pH para valores préximos de 6, enquanto a outra
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permaneceu com o pH inicial (CHN22 — 4,5; R704 — 4,2). Apds, o sobrenadante foi
filtrado com filtros de 0,22 ym (Millipore®). As duas aliquotas das culturas laticas
foram aplicadas sobre agar MRS, e incubadas por 12 h a 35 + 2 °C em estufa
contendo 5 % de CO..

As cepas de E. coli e S. aureus foram inicialmente cultivadas em agar NA e
incubadas em aerobiose a 35 * 2 °C por 24 h. As colbnias obtidas foram diluidas em
salina (0,85%) para ajuste do inodculo na escala 0,5 de McFarland (correspondente a
1,5 x 10® UFC mL'1). Em seguida, 200 pyL de cada suspensao bacteriana foram
transferidos para 20 mL de agar Muller-Hinton (MHA - Difco®) semi-s6lido mantido
em banho-maria a 45°C. Em seguida, foram distribuidos sobre as placas contendo
as aliquotas das culturas R704 e CHN22 e incubadas a 35 £ 2 °C, em condicbes
aerobicas. A atividade antibacteriana das bacteriocinas foi determinada pela
formagao de halo de inibicdo nos pontos em que as aliquotas com pH ajustado

foram semeadas. O teste foi realizado em triplicata.
2.6. Analise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA e a diferenga entre médias foi
determinada pelo teste de Tukey (p <0,05). Os testes foram realizados com o

programa estatistico R versao 3.4.0.

3. RESULTADOS
3.1. Concentragao Inibitéria Minima

De acordo com a ANOVA, é possivel notar que ha diferenga significativa nas
concentragcdes de inibicdo obtidas entre as bactérias testadas (LAB, E. coli e S.
aureus) e diferengas entre os compostos testados (p-valor<0,05). Os resultados

podem ser observados nas tabelas 3, 4 € 5.

Apenas para o composto OEO, o teste de Tukey demonstrou que as
concentracbes capazes de inibir as cepas foram semelhantes para todas as
bactérias testadas. Além disso, a concentracdo necessaria de OEO para inibir todas

as cepas foi a menor dentre todos os compostos testados.
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Para o mel SP, pode-se notar pelo teste de Tukey que a cepa de LAB, R704 e a
cepa de S. aureus, S. aureus A3 foram mais sensiveis a esse mel, enquanto as
cepas de E. coli, EPEC atipica e STEC 2 foram menos sensiveis dentre todas as
bactérias. Para o mel SB, foi possivel verificar que as cepas de S. aureus foram as
mais sensiveis, enquanto que as cepas de E. coli foram as menos sensiveis, sendo
necessaria uma concentragdo maior para inibi-las. Com relagédo ao mel Apis, nao foi

encontrada a MIC desse composto dentro das concentracdes testadas.

Assim, é possivel verificar que existe diferenca na inibicdo entre os compostos e
diferenca entre as cepas testadas, no entanto, a agdo do OEO foi semelhante entre
todas as bactérias testadas. O mel SP teve uma acao variavel entre as cepas,
enquanto que o mel SB demonstrou uma agdo maior nas cepas de S. aureus e

menor nas cepas de E. coli.

Tabela 3 — Concentracdo Inibitéria Minima das diferentes BAL para os compostos OEO, SP, SB e
Apis. DP — desvio padrao. ND — nao determinado.

* L. lactis subsp. cremoris e L. lactis subsp. lactis;

** |. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis, Ln. mesenteroides subsp. cremoris e Ln.
pseudomesenteroides;

*** Nao foi encontrada agdo antimicrobiana do mel Apis dentro das concentragdes testadas (0,015% -
0,03% - 0,06% - 0,15% - 0,31% - 0,62% - 1,25% - 2,5% e 5%).

Culturas Laticas

Compostos CHN22* (+DP) R704** (+DP)
OEO 0,15% (+0,069) 0,15% (+0,069)
SP 2,5% (£1,44) 1,25% (£0,72)

SB 5% (+1,44) 5% (+1,44)

Apis ND*** ND***
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Tabela 4 — Resultados da MIC das cepas de E. coli para os compostos OEO, SP, SB e Apis. ND —

nio determinado.

* Nao foi encontrada agéo antimicrobiana do mel Apis dentro das concentragdes testadas (0,015% -
0,03% - 0,06% - 0,15% - 0,31% - 0,62% - 1,25% - 2,5% € 5%).

Cepas bacterianas

Compostos

OEO

SP

SB

Apis

E. coli

ATCC 25922
(+DP)

0,31 % (+0,092)
2,5 % (+1,44)
5 % (£0)

ND*

E. coli E. coli
EPEC atipica STEC 1 (xDP)
(xDP)

0,06 % (+0) 0,06% (+0,017)

5 % (£1,44) 2,5 % (+1,44)
5 % (0) 5 % (0)

ND ND

E. coli

STEC 2 (+DP)

0,06 % (20)
5 % (+1,44)
5 % (0)

ND

Tabela 5 — Resultados da MIC para cepas de S. aureus para os compostos OEQO, SP, SB e Apis. ND

— nao determinado.

* Nao foi encontrada acdo antimicrobiana do mel Apis dentro das concentragdes testadas (0,015% -
0,03% - 0,06% - 0,15% - 0,31% - 0,62% - 1,25% - 2,5% e 5%).

Cepas bacterianas

Compostos

OEO

SP

SB

Apis

S. aureus

ATCC 29213
(+DP)

0,31 % (0,092)

2,5 % (£0)

2,5 % (+1,08)

ND

S. aureus S. aureus

A1 (+DP) A2 (+DP)

0,31 % (+0,18) 0,31 % (+0,092)

2,5 % (£0,72) 2,5 % (£0,72)
2,5 % (+1,44) 2,5 % (0)

ND ND

S. aureus

A3 (+DP)

0,15 % (+0,092)
1,25 % (£0,72)
2,5 % (£0,72)

ND
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3.2. Concentracao Bactericida Minima

As aliquotas obtidas da MIC para as LAB, E. coli e S. aureus mostraram que o
OEO, o mel SP e o mel SB obtiveram concentragdo bactericida igual da inibitoria,
uma vez que, ndo houve crescimento bacteriano nas concentragdes inibitérias. Nao
foi possivel determinar a MBC do mel Apis, uma vez que, nao foi observada inibigdo

bacteriana dentro das concentracdes testadas.
3.3. Atividade antibacteriana das bacteriocinas

Nao foi observado a formacéo de halos de inibigcdo para as aliquotas das duas
culturas laticas (CHN22 e R704) que passaram pelo ajuste de pH para 6. No
entanto, as aliquotas que permaneceram com o pH inicial apresentaram halos de
inibicdo que podem ser visualizados na tabela 6. Ndo foi possivel verificar a
atividade das bacteriocinas pelas espécies que compde as culturas CHN22 e R704.
No entanto, foi possivel verificar que outros fatores atuaram na inibicdo das cepas

de E. colie S. aureus.

Tabela 6 — Diametros dos halos de inibicdo formados pelas culturas laticas CHN22 e R704, sem o
ajuste de pH, no crescimento de E. coli e S. aureus.

Culturas laticas/ Halos de Inibigao (*DP)

Cepas bacterianas

E. coli (ATCC 25922)

E. coli EPEC atipica

E. coli STEC 1

E. coli STEC 2

S. aureus (ATCC 29213)

S. aureus A1

S. aureus A2

S. aureus A3

CHN22

14 mm (£0,71)

13 mm (£0,71)

14 mm (x0,71)

14 mm (£0,71)

12 mm (£0,71)

11 mm (x0,71)

12 mm (£0,71)

12 mm (£0,71)

R704

15 mm (x0,71)

14 mm (£0,71)

16 mm (0,71)

16 mm (£0,71)

12 mm (0,71)

11 mm (£0,71)

11 mm (20,71)

13 mm (£0,71)
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4. DISCUSSAO

Resultados semelhantes ao nosso estudo foram encontrados por Souza e
colaboradores (2016). Em seu estudo foi demonstrada a capacidade inibitéria do
OEO, contra S. aureus e uma cultura latica utilizada como cultura starter, composta
por L. lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris. O OEO foi capaz de inibir o
crescimento de S. aureus a uma concentracado de 0,25 %, no entanto, também foi
capaz de inibir o desenvolvimento da cultura latica, a uma concentracao de 0,06 %.
Em nosso estudo foi possivel verificar a inibicido de cepas de S. aureus e das
culturas laticas em concentracées de 0,15-0,31% e 0,15%, respectivamente. Esses
resultados indicam que as concentracoes de OEO utilizadas em produtos lacteos
devem ser avaliadas para que nao afetem o desenvolvimento das culturas laticas,

interferindo na qualidade do produto.

Gaan (2013) verificou a capacidade inibitéria de compostos presentes em
Oleos essenciais contra diferentes espécies de LAB, dentre elas Ln. mesenteroides.
Como resultado, conclui que os constituintes presentes no OEO, carvacrol e timol,
apresentaram a maior capacidade inibitéria dentre os compostos testados. Tanto o
carvacrol quanto o timol foram capazes de inibir Ln. mesenteroides numa
concentracado de 0,05 % Além disso, verificaram a capacidade bactericida desses
compostos, determinada em 0,2 % tanto para o carvacrol quanto para o timol. Esses
resultados sdo semelhantes aos resultados obtidos em nosso estudo, uma vez que a

concentracao inibitéria minima e bactericida minima foi de 0,15%.

Burt e Reinders (2003) verificaram que o OEO tem uma agéo bactericida em
cepas de E. coli O157:H7 numa concentracéo de 0,06 %, sendo igual ao resultado
obtido em nosso estudo para as cepas de E. coli isoladas de queijo. Penalver e
colaboradores (2005) verificaram a agao de varios 6leos essenciais contra bactérias
patogénicas, como E. coli. O OEO foi um dos 6leos essenciais testados € mostrou a
capacidade de inibicdo de E. coli numa concentracdo de 4 %. Esse resultado é
superior a concentracdo inibitéria minima encontrada para as cepas de E. coli

isoladas do queijo.

Araujo e Longo (2016) verificaram a agcdo do OEO (Lazlo®) na inibigao de E.
coli e S. aureus relacionados a intoxicacdo alimentar. Para ambas as espécies, a

concentragéo de inibicao pelo OEO variou entre 2,5 a 0,62%, em que o OEO teve
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acao bactericida. Por outro lado, Scandorieiro e colaboradores (2016) verificaram
que o OEO (Ferquima®) apresentou alta atividade bactericida contra cepas de E.
coli (0,06% - 0,12%) e S. aureus (0,06%), e com efeito sinérgico quando associada
as nanoparticulas de prata biogénicas. Esses estudos demonstram relagcdo com os
resultados encontrados em nosso estudo, no entanto, também indicam a variacédo da

concentracéo inibitéria minima do OEA de acordo com a cepa testada.

Wasihun e Kasa (2016) avaliaram a capacidade inibitoria e bactericida de seis
tipos de méis, trés méis branco e trés meéis vermelho, produzidos pelo género Apis
sp., obtidos em trés distritos diferentes da Etiopia contra diversas bactérias
patogénicas, dentre elas, E. coli e S. aureus. Nao houve diferengas nas
concentracdes de inibicdo entre os dois tipos de méis. Com relacéo as bactérias, os
meéis foram capazes de inibir o crescimento de E. coli numa concentragao entre 25-
12,5 %. Para S. aureus a concentragao de inibicao foi de 12,5-6,25 %. A capacidade
bactericida dos méis foi em 50 % para E. coli e entre 50-25 % para S. aureus. Ao se
comparar com os resultados do nosso estudo, € possivel verificar que existe uma
variagao na capacidade inibitoria dos meéis, sugerindo que essa variagao pode estar
relacionada com a composicao, espécie produtora e/ou local de producdo. Essa
variagdo é demonstrada em nosso estudo, uma vez que, ao se testar os méis SP,
SB e Apis, foi verificada que os méis produzidos pelas espécies do género
Scaptotrigona apresentaram capacidade de inibicdo das bactérias em concentracdes
semelhantes, enquanto que o mel produzido pela espécie Apis mellifera scutellata

nao apresentou capacidade inibitdria.

Outros estudos demonstram essa variagado. Al-Waili e colaboradores (2014)
verificaram que amostras de méis coletados nos Emirados Arabes Unidos eram
capazes de inibir o crescimento de E. coli numa concentragao de 30 % enquanto
que a inibicdo do crescimento de S. aureus ocorreu numa concentracdo de 50 %.
Nishio e colaboradores (2016) verificaram a capacidade inibitéria de dois tipos de
méis, produzidos respectivamente por Scaptotrigona bipunctata (Lepeletier, 1836) e
S. postica (Latreille, 1807) contra cepas de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA). Os valores da concentragéo capaz de inibir S. aureus foram de 0,62-1,25 %
para o mel produzido por S. bipunctata e 1,25-2,5 % para o mel produzido por S.
postica, sendo semelhantes aos resultados obtidos em nosso estudo para os méis

produzidos por essas espécies.
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Tatsadjieu e colaboradores (2009) verificaram a acdo de sobrenadantes
obtidos do cultivo de diferentes espécies de Lactobacillus contra E. coli. Assim como
em nosso estudo, os sobrenadantes foram testados em dois pHs diferentes, 4,5 e 7.
Os autores, verificaram que a capacidade de inibicdo foi maior para o sobrenadante
com pH 4,5, sugerindo a influéncia dos acidos produzidos pelas espécies de
Lactobacillus contra E. coli. O sobrenadante com pH 4,5 formou halos de inibicdo de
12 mm de diametro, enquanto que o sobrenadante com pH 7 formou halos de
inibicdo de 6 a 8 mm de didmetro. Os halos de inibicdo obtidos nesse estudo para o

sobrenadante a pH 4,5 sdo semelhantes aos obtidos em nosso estudo.

Aslim e colaboradores (2005) verificaram a capacidade de inibicdo de
bacteriocinas produzidas por diferentes espécies de Lactobacillus contra E. coli e S.
aureus. Foram utilizadas 19 espécies de Lactobacillus e obtido o sobrenadante de
cada cultura. De forma semelhante ao nosso estudo, verificaram a inibicdo com o
ajuste de pH para 6,5 e sem o ajuste de pH. Como resultados, observaram halos de
inibicdo produzidos por todas as bactérias laticas testadas sem o ajuste de pH
contra as cepas de E. coli e S. aureus. Os diametros dos halos variaram de 8 a
30mm, dependendo da cepa de Lactobacillus, tanto para E. coli quanto para S.
aureus. Com relagdo aos sobrenadantes que passaram por ajuste de pH, houve a
formacédo de halos de inibicdo por apenas 3 espécies das 19 testadas, contra as
duas cepas patogénicas, com diametros variando de 8 a 10mm para E. coli e de 13
a 20 para S. aureus. Esses resultados sdao semelhantes aos obtidos em nosso
estudo, mostrando que os acidos produzidos por essas bactérias tém influéncia na

inibicdo de cepas patogénicas.

5. CONCLUSAO

Dessa forma, € possivel concluir que o OEO e os méis SP e SB apresentam
importante agdo contra microrganismos patogénicos. A concentragdo desses
compostos para uso em produtos lacteos deve ser avaliada devido a capacidade
inibitoria de LAB, o que pode influenciar na qualidade desses produtos. Diversos
estudos mostram diferentes concentragdes desses compostos naturais na inibigcao
de LAB, E. coli e S. aureus, sugerindo que a capacidade inibitéria do OEO e dos

meéis varia consideravelmente de acordo com a cepa analisada. Nao foi verificada a
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produgao de bacteriocinas pelas culturas laticas, uma vez que, a inibicdo de E. coli e

S. aureus ocorreu apenas em pH acido.
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7. CONCLUSAO

O sistema de multiplex-PCR testado pode ser utilizada para detecgao de E.
coli diarreiogénica direta no leite.

Os compostos naturais podem ser utilizados no controle de microrganismos
patogénicos, como E. coli e S. aureus, no entanto, seu uso deve ser controlado em
produtos lacteos fermentados, uma vez que age em LAB, podendo afetar na
qualidade do produto final



