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RESUMO

As férmulas lacteas infantis (FLI) apesar de ser um recurso usado para a alimentagao
infantil, tém preocupado bastante as organizacdes de saude devido as mesmas nao
serem estéreis, o que facilita sua contaminagdo por micro-organismos, em destaque
as bactérias Gram-negativas da familia Enterobacteriaceae. Muitas destas bactérias
sdo consideradas patogénicas devido aos fatores de viruléncia que possuem, incluido
a resisténcia e multirresisténcia a antibidticos. Algumas pesquisas vém sendo
realizadas utilizando agentes antimicrobianos capazes de reduzir o crescimento e
multiplicagdo bacteriana e/ou que consigam sua eliminagédo. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi dar continuidade nas pesquisas ja realizadas por nosso grupo com o
intuito de analisar a producdo de substancias antimicrobianas (SAM) por bactérias
Gram-negativas isoladas de FLI e de utensilios usados no seu preparo. Neste
trabalho, dos quarenta e cinco isolados testados quanto a producido de SAM em
meio solido, 31 (64,6%) mostraram atividade inibitéria contra pelo menos uma das
bactérias utilizadas como indicadoras. Cinco isolados de utensilios, trés de
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus (JE3, JE6 e JE4) e dois de Enterobacter
cloacae (ME1 e BIE1) foram os mais promissores e inibiram patégenos alimentares
como Bacillus cereus e Salmonella enterica sorotipo Typhi, além de Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis e P. vulgaris. O isolado JE6 conseguiu inibir um
numero maior de indicadoras, sendo usado nos testes subsequentes onde a
influéncia do meio de cultura, temperatura, pH, concentracdo de NaCl e atmosfera na
producdo desta substancia foram avaliadas. As SAM podem ser produzidas em
diferentes meios de crescimento, sob uma faixa de pH de 5 a 8, concentracbes de
NaCl de 1,0 a 3.0% e condi¢des aerdbicas e anaerdbicas. A produgéo de SAM ocorreu
em temperatura ambiente, 37°C e 42°C quando a indicadora utilizada para sua
deteccao foi B. cereus, no entanto, para S. enterica e P. vulgaris, foi detectada a
producao de SAM a 37°C, o que sugere que JE6 produza pelo menos duas SAM
distintas. Os resultados mostram que as melhores condigbes para a producao da(s)
SAM podem ser representadas pelo crescimento em agar Casoy, a 37°C com pH
inicial de 5,0, sem adicdo de NaCl e sob aerobiose. A SAM produzida por JE6 também
mostrou eficacia na inibicdo de isolados pertencentes ao complexo Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus e Shigella dysenteriae multirresistentes a antibioticos, assim
como em estirpes resistentes e multirresistentes isoladas de produtos lacteos. Os
experimentos realizados com o sobrenadante da cultura JEG6, obtido através da
combinacdo de meio liquido e semissélido, demonstraram que houve inibicdo do
crescimento da indicadora B. cereus, mas nao de S. enterica e P. vulgaris, sugerindo,
mais uma vez, que JE6 produza mais de um tipo de SAM. Estes resultados sao
importantes na avaliacdo do potencial dessas bactériocinas na aplicagcdo da area de
alimentos e constitui o primeiro passo para sua purificacido e utilizacdo. De acordo com
a literatura, este pode ser o primeiro trabalho a relatar a produgdo de uma SAM por
uma estirpe do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus ativa contra bactérias
patégenos alimentares e bactérias Gram-negativas resistentes e multirresistentes a
antibioticos.
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ABSTRACT

Breast milk is considered the main source of nutrients for children and newborns, but
breastfeeding is not always possible. In this case, infant milk formulas (IMF) are used.
However, although they are a resource used for infant feeding, they have been of great
concern to health organizations because they are not sterile, which facilitates their
contamination. Studies carried out by our group in a milk dispensary from a municipal
hospital verified the contamination of IMF and utensils used in their preparation and
distribution by different pathogens, in particular, Gram-negative bacteria from
Enterobacteriaceae family. Many of these bacteria are considered pathogenic due to
several virulence factors they present, including resistance and multi-resistance to
antibiotics. In the last decades, some researches have been performed using
antimicrobial agents, different from antibiotics and chemical preservatives, capable of
reducing bacterial growth and multiplication and / or achieving their elimination. In this
way, the objective of this work is to continue a research already carried out by our
group in order to analyze the production of antimicrobial substances (SAM) by Gram-
negative bacteria isolated from IMF and utensils used in their preparation. In this study,
from forty eight isolates tested for the production of SAM in solid medium, 31 (64.6%)
showed inhibitory activity against at least one of the bacteria used as indicator. Five
isolates from utensils, three of Acinetobacter baumannii | calcoaceticus (JE3, JE6 and
JE4) and two of Enterobacter cloacae (ME1 and BIE1) were the most promising,
inhibiting foodborne pathogens such as Bacillus cereus and Salmonella enterica
serotype Typhi, beyond Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis and P. vulgaris. The
JEG6 isolate was able to inhibit a greater number of indicators and was used in the
subsequent tests where the influence of the culture medium, temperature, pH, NaCl
concentration and atmosphere on the production of this substance were evaluated. In
general, SAM’s can be produced in different growth media under a pH range of 5 to 8,
NaCl concentrations of 1.0 to 3.0% and aerobic and anaerobic conditions. The
production of SAM JE6 occurred at room temperature, 37° C and also 42°C when the
indicator used for its detection was B. cereus, but for S. enterica and P. vulgaris,
production of SAM was detected only at 37° C. This fact suggests that JE6 can
produce at least two distinct SAM’s. The results show that the best conditions for the
production of SAM JE6 can be represented by the growth in Casoy agar at 37°C with
initial pH of 5.0, without addition of NaCl and under aerobic conditions. SAM produced
by JE6 also showed efficacy in the inhibition of antibiotic-resistant isolates of
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus complex and Shigella dysenteriae, as well as in
resistant and multi-resistant strains isolated from dairy products. Experiments with the
JE6 culture supernatant, obtained by combining liquid and semi-solid media,
demonstrated the inhibition of the growth of the B. cereus but not of S. enterica and P.
vulgaris, suggesting once again that JE6 produces more than one SAM. These results
are important in the evaluation of the potential application of this SAM in food area and
are the first step for their purification. Based on literature, this may be the first work
reporting the production of an SAM by a strain of Acinetobacter
baumanniilcalcoaceticus complex active against foodborne and resistant and
multidrug-resistant Gram-negative bacteria.
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1. INTRODUGAO

As formulas lacteas infantis sdo utilizadas na alimentacao de criangas e recém-
nascidos quando, por algum motivo, a amamentagdo nao é possivel. Tais férmulas
tém o objetivo de fornecer as criangas o aporte necessario de nutrientes para o seu
crescimento e desenvolvimento (ARSALAN et al., 2013a). Contudo, muitos relatos
vém sendo observados sobre a contaminagdo das férmulas lacteas por micro-
organismos, uma vez que as mesmas nao sao estéreis (ARSALAN et al., 2013a).

As espécies Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) e Salmonella enterica
sdo as mais associadas a contaminacdo e as principais responsaveis por causar
infeccdes em criangas e recém-nascidos (GRIBBLE e HAUSMAN, 2012; MORAES et
al., 2015a). Estudos realizados por nosso grupo identificaram a contaminacdo de
féormulas lacteas infantis de um lactario instalado em um hospital municipal, onde
apresentaram a contaminagao por diversas bactérias Gram-negativas em especial da
familia Enterobacteriaceae (MORAES et al., 2015a; ARAUJO et al., 2015).

As Enterobacteriaceae possuem diversos fatores de viruléncia como a
capacidade de adesdo, formacdo de biofiime, capsula polissacaridica,
lipopolissacarideo (LPS) e, principalmente, a resisténcia a multiplos antibiéticos (MDR,
do inglés multi-drug resistance) que auxiliam na contaminacdo em alimentos e na
causa de doencas (LEE et al., 2017).

Com base nas pesquisas existentes em relagdo a contaminagéo microbiolégica
em formulas lacteas infantis, tornou-se necessario a utilizacdo de novos aditivos que
busquem a eliminagdo ou diminuicdo da mesma nos alimentos. Uma alternativa é a
utilizacdo de substancias antimicrobianas. Estas substancias visam o controle
microbioldgico e dentre elas, destacam-se as bacteriocinas. Estas Ultimas sao
peptideos antimicrobianos sintetizados nos ribossomos das células bacterianas e que
tem acdo bactericida ou bacteriostatica sobre determinadas espécies de bactérias
(OLIVEIRA et al., 2015).

Considerando os dados existentes sobre a acdo dos micro-organismos na
contaminacao de férmulas lacteas infantis, este trabalho tem a finalidade de verificar a
producdo de substancias antimicrobianas por bactérias Gram-negativas oriundas de
formulas lacteas infantis e de utensilios utilizados em seu preparo, armazenamento e
distribuicdo, bem como seu potencial de acdo contra diferentes patdgenos

alimentares.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. FORMULAS LACTEAS INFANTIS

Dentre as pesquisas mais importantes relacionadas a alimentacio infantil
destacam-se a composi¢ao do leite humano e os beneficios que o mesmo fornece
durante a amamentacgao para o crescimento de criancas. A pratica da amamentacgao e
0 uso do leite humano sao considerados padrbes de referéncia recomendados para a
alimentacdo e nutricdo infantii (RYAN e HAY, 2016). Os estudos relacionados a
composicao do leite humano aumentaram nos ultimos anos em parte devido a
utilizacdo de formulas lacteas infantis que buscam maior semelhanga a composicao e
valor nutricional do leite materno (RYAN e HAY, 2016).

As férmulas lacteas infantis sao produtos alimenticios desenvolvidos em forma
liquida ou em pé, utilizados para suprir as necessidades alimentares de criancas e
recém-nascidos quando por motivos de doengas, a pratica da amamentagao nao €&
possivel ou desejavel (WEFFORT, 2012; ARSALAN et al., 2013a).

Uma grande variedade de formulas lacteas infantis esta disponivel no mundo
todo, tais como formulas para prematuros, para recém-nascidos, para criancas de seis
meses a um ano e, ainda, algumas férmulas especializadas para lactentes e criancas
com problemas no metabolismo. Desta forma, as composicbes das formulas lacteas
infantis variam dependendo das necessidades nutricionais e do publico alvo, levando
em consideracdo os padrbes globais estabelecidos pela Comissao do Codex
Alimentarius atualizado (RYAN e HAY, 2016).

No entanto, a introducdo de férmulas lacteas na dieta pode causar efeitos
deletérios a saude infantil, muitos deles devido a presenca de contaminantes quimicos
e microbiolégicos que frequentemente estdo associados ao aumento na
vulnerabilidade de criangas a doencas como diarreias, infeccbes e até mesmo a
desnutricao (SILVA et al., 2010).

2.2. CONTAMINACOES DE FORMULAS LACTEAS INFANTIS

Normalmente, em unidades hospitalares, as formulas lacteas sdo preparadas
no lactario. Este setor é destinado ao preparo, higienizacdo e distribuicdo das
mamadeiras com leite e seus substitutos para alimentagcdo de recém-nascidos (ROSSI
et al., 2010).



A contaminacgao das férmulas lacteas, assim como dos alimentos servidos em
hospitais, pode ocorrer devido a higienizacdo inadequada de equipamentos e
utensilios usados nas etapas de preparo, transporte, armazenamento e distribuicdo de
tais alimentos, tornando necessario o controle higiénico sanitario em todas as etapas
do processo (ROSSI et al., 2010; LINHARES, 2012).

A contaminagido por agentes quimicos pode ocorrer devido a presenga de
detergentes em utensilios de uso continuo e higienizados na mesma area de
manipulacao das formulas lacteas. Por este motivo o controle dos contaminantes € de
extrema importancia, pois podem gerar doengas de origem alimentar, trazendo riscos
de morbidade para as criangcas e recém-nascidos (LINHARES, 2012). Em 2008, a
contaminacdo de férmulas lacteas infantis na China por um agente quimico, a
melamina, utilizado na adulteragcdo das cadeias de nitrogénio do leite gerando um
aumento da massa de suas proteinas, resultou em centenas de criangcas doentes e
varias mortes (GRIBBLE e HAUSMAN, 2012).

Segundo Arsalan e colaboradores (2013), a fabricacdo de férmulas lacteas
infantis estéreis nem sempre é possivel de ser realizada utilizando-se a tecnologia
atual de processamento, o que aumenta o risco de contaminacdo ndo s6 por micro-
organismos, como também por contaminantes quimicos. Os micro-organismos e/ou
suas toxinas geram grande preocupacao quanto a administracdo de formulas lacteas,
uma vez que podem ocasionar doencas e até mesmo a morte de lactentes. Estudos
realizados identificaram as principais espécies bacterianas com base em sua

causalidade em férmulas lacteas infantis, como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo dos micro-organismos segundo sua causalidade em féormulas

lacteas infantis

_C?tegona A Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.)
Evidéncia clara de ;
. Salmonella enterica
causalidade
Pantoea agglomerans
Escherichia vulneris
Categoria B Klebsiella oxytoca

Causalidade plausivel, Hafnia alvei
mas ainda nao Citrobacter koseri
demonstrada Citrobacter freundii
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter cloacae
Staphylococcus aureus
Categoria C Bacillus cereus

Causalidade menos
plausivel ou ainda nao
demonstrada

Clostridium difficile
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Listeria monocytogenes

Fonte: Arsalan et al., 2013a; Arsalan et al., 2013b.



Dentre as bactérias patogénicas mais presentes em férmulas lacteas
destacam-se as bactérias da familia Enterobacteriaceae. Nas férmulas lacteas em pé
podem ser encontradas bactérias como Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.),
Salmonella spp., Pantoea agglomerans, Escherichia vulneris, Hafnia alvei, Klebsiella
spp, Citrobacter spp. e Enterobacter cloacae. Podem também ser encontradas
bactérias Gram-positias como Bacillus cereus, Clostridium spp., Staphylococcus
aureus e Listeria monocytogenes. Apesar do grande numero de espécies bacterianas
associadas as férmulas lacteas em po, apenas E. sakazakii (Cronobacter spp.) e
Salmonella enterica, espécies com maior evidéncias de causalidade, foram
relacionadas a infeccbes em lactentes, o que contribuiu para que as autoridades de
saude passassem a exigir testes para presenca de Samonella spp. em férmulas
lacteas infantis (GRIBBLE e HAUSMAN, 2012; MORAES et al., 2015a).

A contaminacao de FLI por Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) esta
associada a infecgdes em criangas, tais como meningite, bacteremia, enterocolite
necrosante e encefalite, especialmente em prematuros (GRIBBLE e HAUSMAN,
2012). Embora haja diferencas entre a ecologia microbiana de Samonella spp. e
Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) e outras enterobactérias, as estratégias de
reducdo de risco que visam seu controle também sao aplicaveis para os demais
membros da familia Enterobacteriaceae (GRIBBLE e HAUSMAN, 2012).

No Brasil a legislacdo vigente que trata dos Padrdes Microbiolégicos para
Alimentos € a Resolugdo RDC n°12, de 02 de janeiro de 2001/ANVISA, a qual
determina para a categoria de alimentos “férmulas infantis”, a detecgdo dos seguintes
micro-organismos: coliformes a 35°C (totais), coliformes a 45°C (termotolerantes),
estafilococos coagulase positiva, Bacillus cereus e Salmonella sp. (BRASIL, 2001). Os
alimentos que apresentam condi¢cdes sanitarias insatisfatérias, e presenca de micro-
organismos patogénicos e/ou toxinas sdo considerados impréprios para 0 consumo
humano e representam risco para a saude publica (ARAUJO et al., 2008).

Em 2015, Moraes verificou a contaminacao de formulas lacteas infantis e de
utensilios usados no preparo das mesmas em um lactario hospitalar, encontrando
cerca de quarenta e cinco isolados bacterianos, sendo a maioria deles pertencentes a

familia Enterobacteriaceae (Figura 1).
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Figura 1: Porcentagem de espécies bacterianas identificadas, isoladas de utensilios e
FLI reconstituidas no lactario de um hospital publico do Rio de Janeiro (MORAES,
2015).

As bactérias encontradas pelos pesquisadores foram condizentes com outros
estudos realizados a respeito de micro-organismos isolados a partir de utensilios
usados no preparo de formulas lacteas infantis, sendo as bactérias do complexo
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus 0s micro-organismos presentes em maior
concentracao (CHAP et al., 2009; MORAES et al., 2015a).

2.3. Acinetobacter baumannii/calcoaceticus

Acinetobacter spp. sdo cocobacilos Gram-negativos que possuem importante
posi¢cao na natureza devido a sua presenca em ambientes distintos, como solos, agua
doce, oceanos, sedimentos e locais contaminados. Sua versatilidade metabdlica
permite que espécies deste género catabolizem grande variedade de compostos
naturais, obtendo assim uma participagao ativa no ciclo de nutrientes do ecossistema
(JUNG & PARQUE, 2015; LEE et al., 2017).

O género Acinetobacter pertence a familia Moraxellaceae, que também inclui
0s géneros Moraxella e Psychrobacter. Este género compreende mais de 50 espécies

(LPSN, 2017), sendo as principais A. baumannii, A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A.



johnsonii, A. junii, e A. Iwoffii. A. calcoaceticus, A. baumannii e outras duas espécies.
A. pittiie A. nosocomialis, estdo intimamente relacionadas e sdo de dificil distingdo
através de propriedades fenotipicas. Desta forma, tem sido proposto o termo complexo
A. baumannii-calcoaceticus (complexo ABC) para se referir a essas espécies (JOSHI e
LITAKE, 2013).

Dentre as espécies de Acinetobacter, o complexo Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus envolve 0s membros mais associados a infecgdes
hospitalares com alta taxa de mortalidade, devido a seus fatores de viruléncia,
principalmente, a multirresisténcia a antibiéticos como os do grupo dos carbapenemas
(JUNG e PARQUE, 2015; LEE et al., 2017). O complexo ABC possui importancia
ecolégica e clinica, sendo considerado modelo para estudos microbiolégicos
ambientais, testes de patogenicidade e producéo industrial de produtos quimicos
(JUNG e PARQUE, 2015; LEE et al., 2017).

Apesar de ser considerado um patdgeno de baixa relevancia, Acinetobacter
baumannii é responsavel por cerca de 20% de infecgdes em unidades de terapia
intensiva (UTI), podendo causar infeccbes na pele, trato urinario e bacteremia.
Segundo a OMS, A. baumannii € um dos componentes mais perigosos do grupo
ESKAPE (acrébnimo para Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter). Os micro-
organismos deste grupo conseguem escapar dos efeitos das drogas antibacterianas
por apresentarem mecanismos de resisténcias aos antibidéticos como, por exemplo,
degradacédo enzimatica das drogas e bombas de efluxo (LEE et al., 2017).

Além da presenca em infec¢cdes hospitalares, o complexo Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus é considerado um importante contaminante alimentar, sendo
associado a contaminacdo de alimentos como magas, meldes, couves, pimentas e
tubérculos, como batata, e alguns cereais, incluindo também a presencga deste micro-
organismo em alimentos hospitalares, tais como formulas lacteas infantis (DOUGHARI
et al., 2011; MORAES et al., 2015a).

Alguns autores sugerem que a acdo de enzimas proteoliticas e lipoliticas
produzidas por Acinetobacter em produtos lacteos contribuem para o sabor, odor e
textura dos produtos. Entretanto, alguns pesquisadores descrevem esta espécie
apenas como possivel agente patogénico (DOUGHARI et al., 2011; MORAES et al,,
2015a; AMORIM e NASCIMENTO, 2017).

Ao contrario dos patdégenos classicos envolvidos em doengas transmitidas
por alimentos como Shigella dysenteriae, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica
e Escherichia coli, o género Acinetobacter raramente € associado a doencga diarréica,

uma vez que sua presenca, quando detectada no trato gastrointesinal, € geralmente
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ofuscada por agentes patogénicos mais comuns. Em relagdo a sua natureza
competitiva, estudos realizados a partir de amostras comercias de queijo minas frescal
demostraram que quatro cepas potencialmente patogénicas do complexo ABC sao
capazes de produzir substancias antimicrobianas ativas contra Escherichia coli e
Samonella enterica, tornando, assim, relevante os estudos voltados para a presenca
de Acinetobacter em alimentos vegetais e animais, e sua possivel utilizagdo como
agentes com atuagao antimicrobiana (AMORIM e NASCIMENTO, 2017).

2.4. SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS

Varias espécies bacterianas s&o capazes de degradar componentes do leite,
afetando o rendimento do produto e contribuindo para a diminuicdo do seu tempo de
prateleira. Além de estarem associados a contaminagao de produtos lacteos, os micro-
organismos podem ocasionar diversas implicagdes negativas para a saude de
criancas e adultos. A utilizacdo de muitos aditivos quimicos nos alimentos também
vem gerando preocupacao devido a toxicidade (YANG et al., 2014; ZHOU et al., 2015).

Atualmente a sociedade € mais consciente da importancia da segurancga
alimentar e busca, através de recursos naturais, beneficios para a saude alimentar
aumentando assim o consumo de alimentos naturais e sem aditivos quimicos. No
entanto, a maioria dos conservantes e antibidticos disponiveis comercialmente sao
produzidos por sintese quimica e o uso exagerado a longo prazo pode afetar a saude
humana (ZHOU et al., 2015).

O uso excessivo de antibidticos e as mudangas nas condigdes ambientais
permitiram que 0s micro-organismos evoluissem sendo capazes de alterar sua
estrutura celular tornando-se resistentes a diversos antibidticos, além do risco
eminente de causar doengas infecciosas através da contaminagao de alimentos. Além
disso, o controle sanitario de tais micro-organismos se tornou mais dificil devido a
multirresisténcia (MANEGUETTI et al., 2016).

Ao contrario dos conservantes e dos antibidticos, a utilizagdo de aditivos
antagbnicos com propriedades antimicrobianas tem se tornado uma potente arma na
preservacdo de alimentos. Dentre eles destacam-se as substancias antimicrobianas
(SAM) que geralmente sdo substancias naturais, semissintética ou sintéticas capazes
de retardar ou inibir o crescimento e reprodugcédo dos micro-organismos ou até mesmo
causar a sua morte (ZHOU et al., 2015).

Existem muitas substancias antimicrobianas sendo produzidos por animais,
plantas, insetos e bactérias como, por exemplo, o peréxido de hidrogénio, os acidos

graxos, acidos organicos, antibidéticos e as bacteriocinas. As bacteriocinas séo
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peptideos antimicrobianos ou proteinas produzidas por bactérias consideradas como
um sistema de defesa bacteriano, pois permitem a reducdo de seus concorrentes na

obtengdo de nutrientes e espago vivo nos ambientes (YANG et al., 2014).

2.5. BACTERIOCINAS

As bacteriocinas sao peptideos ou proteinas antimicrobianas sintetizados nos
ribossomos das células bacterianas e liberadas para o meio extracelular e que
possuem agao bactericida ou bacteriostatica sobre os micro-organismos (OLIVEIRA et
al., 2015). A producdo de bacteriocinas envolve a expressdo de diferentes genes
localizados no cromossomo ou em plasmideos, os quais participam na modificacdo de
aminoacidos, exportacdo e regulagcdo da bacteriocina. As bactérias produtoras de
bacteriocinas geralmente sintetizam proteinas que lhes conferem imunidade contra
suas proéprias bacteriocinas impedindo que as mesmas sejam ativas dentro da célula
bacteriana (LAGHA et al., 2017).

Embora muitas bacteriocinas tenham um espectro de acgéo limitado inibindo
o crescimento de espécies bacterianas semelhantes ou estritamente relacionadas,
outras, porém apresentam atividade antimicrobiana contra uma ampla gama de
géneros bacterianos (LAGHA et al., 2017). A bacteriocina para ser considerada um
agente antimicrobiano ideal precisa ser potente em baixas concentracdes e ser ativa
contra uma gama de micro-organismos patogénicos e deteriorantes ou ser altamente
especifica sobre um deles, além de ter efeito benéfico sobre o produto e
principalmente ndo apresentar risco ao consumidor. Estes agentes podem ser
introduzidos em alimentos através da adicdo de espécies produtoras de bacteriocinas
ou pela adigéo direta de bacteriocinas purificadas (O’'CONNOR et al., 2015).

As primeiras bacteriocinas descritas foram as colicinas no ano de 1925 por
André Gratia, sendo ativas contra a espécie bacteriana Escherichia coli. Com a
descoberta de que a producdo desses compostos ndo era restrita ao grupo dos
coliformes, o pesquisador Jacob e colaboradores propuseram em 1953 o termo
bacteriocina para as proteinas antimicrobianas produzidas por microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativos (OLIVEIRA et al., 2015).

2.5.1 Bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas

Dentre as bactérias Gram-positivas produtoras de SAM estdo as bactérias
acido-laticas, que produzem bacteriocinas diferenciadas por seus espectros de

atividade, caracteristicas bioquimicas e determinantes genéticos. As bacteriocinas
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acido-laticas sao classificadas através da sua estrutura celular, peso molecular,
estabilidade ao calor e organizagdo molecular em trés classes diferentes (BALSIUNAS
et al., 2013).

A primeira classe também conhecida por lantibiéticos € composta por pequenos
peptideos de 19 a 50 aminoacidos e massa molecular inferior a 5 kDa, os peptideos
sdo lineares ou globulares modificados pds-tradugdo, contendo lantonina e B-metil-
lantonina. A segunda classe é composta por peptideos termoestaveis de 20 a 60
aminoacidos sem modificacdo poés-traducdo e massa molecular inferior a 10 kDa,
sendo estes subdivididos em 3 classes lla, lIb e lic, sendo a primeira ativa contra a
Listeria monocytogenes. Por fim, a terceira classe compreende as proteinas grandes e
termolabeis (YANG et al., 2014; PRUDENCIO et al., 2015). Alguns exemplos de

bacteriocinas estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Classificacdo das bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas

Caracteristicas

Classificagao

Subcategorias

Exemplos

Classe | ou
Lantibioticos

Peptideos contendo
lantionina ou B-metil-
lantionina

Tipo A (Moléculas
Lineares)

Tipo B (Moléculas
Globulares)

Nisina, Subtilina,
Epidermina

Mersacidina

Subclasse lla
(bacteriocinas anti-

Pediocina, Enterocina,

Classe heterogénea Listeria tipo pediocina) Sakacina
Classe Il de bequenos Subclasse lIb (composto Plantaricina,
peptideos . ] .
e por dois peptideos) F Lactacina
termoestaveis.
Subclasse llc (outras Lactococcina
bacteriocinas)
Peptideos termolabeis
extremamente Helveticina J,
Classe llI o - oo
sensiveis ao calor e de Milericina B

alto peso molecular

Fonte: Adaptado de Balsiunas et al., 2013

A sintese de bacteriocinas produzidas por

bactérias Gram-positivas

geralmente envolve quatro genes distintos, sendo o primeiro responsavel pela sintese
do pré-peptideo ou pré-bacteriocina na forma inativa; o segundo é responsavel pela
sintese de uma proteina de imunidade; o terceiro codifica proteinas do transporte ABC

que exportam a bacteriocina para fora da célula e por ultimo o quarto gene que tem



sua fungdo pouco conhecida, mas estudos indicam que ele codifica uma proteina
acessoOria necessaria para a exportagdo da bacteriocina (DRECHSEL et al., 2011;
YANG et al., 2014).

As bacteriocinas sao sintetizadas como pré-peptideos ou pré-bacteriocinas
biologicamente inativos. Estes pré-peptideos possuem uma sequéncia guia N-terminal
de aminoacidos com duas glicinas. Esta sequéncia tem a fungdo de evitar que a
bacteriocina seja biologicamente ativa dentro da célula produtora e serve como sinal
de reconhecimento para o sistema de transporte que envolve as proteinas de
transporte tipo ABC e a proteina acessoria. Este precursor é transportado para a
superficie celular durante a fase de crescimento exponencial e catalisado na forma
ativa. O transportador contém uma porcao proteolitica N-terminal responsavel pela
clivagem do peptideo guia, além de uma porcdo C-terminal responsavel pelo
fornecimento de energia através da hidrolise de ATP. Apds o reconhecimento do pré-
peptideo, a sequéncia de aminoacidos € removida e a bacteriocina é excretada da
célula (DRECHSEL et al., 2011; YANG et al., 2014). O sistema de regulacdo da
produgao de bacteriocinas ocorre através da produgao ribossomal de um pré-peptideo
indutor (fator de ativacdo) que é clivado e secretado no meio externo pelo
transportador ABC. Quando este atinge uma certa concentragado no meio extracelular,
a histidina quinase transmembranar (receptora do fator de ativagdo) é ativada
fosforilando assim a proteina reguladora de resposta. A proteina reguladora, uma vez
fosforilada, ativa a transcricdo da bacteriocina iniciando assim um feedback positivo.

Na Figura 2 esta a representacdo da biossintese e regulagcédo da bacteriocina classe Il.

g —y

L Hf J‘-‘hsudma' ftEnase I-T .-l_-ﬂn%ﬂ‘tﬂdﬂf ABC)
TS R

/ ATP —»ADP
r a mr/ 2 ATP

Hll'-n.ur"gnli lom L-

resposta
L : . LE .'I
I" * o - -
Legenda
s Fré- bactenocina  sossssw Bactonocina Atva
cemm Pré-peptidec indutor s Peptides indutor ative

Figura 2: Representagdo esquematica da biossintese e regulacdo da bacteriocina da
classe Il (Adaptado de DRECHSEL et al., 2011).
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As bacteriocinas produzidas pelas bactérias Gram-positivas, como os
lantibidticos, atuam em nivel de membrana plasmatica. Estas bacteriocinas
permeabilizam a membrana plasmatica por meio da formacao de poros, ocasionando
assim desbalanco idnico (DRECHSEL et al., 2011; YANG et al., 2014).

Atualmente, apenas dois tipos de bacteriocinas sao utilizados comercialmente
como conservantes de alimentos, a nisina, produzida pela espécie Lactococcus lactis
usada comercialmente ha 50 anos, e a carnociclina A, uma bacteriocina em formato
circular produzida pela Carnobacterium maltaromaticum UAL 307, empregada na
inibicdo da bactéria Listeria monocytogenes (O’'CONNOR et al., 2015).

A nisina, por exemplo, é considerada pelo Codex Alimentarius e pela
Comissao FAO (Organizacdo das Nagbes Unidas para Agricultura e Alimentos) como
uma substancia segura (substances generally recognaized as safe - GRAS) e pode ser
usada como aditivo alimentar na inibicdo de Clostridium botulinium no processamento
do queijo pasteurizado (BALCIUNAS et al., 2013).

As bacteriocinas produzidas por bactérias acido-laticas sio tolerantes ao
estresse térmico e possuem atividade sobre ampla faixa de pH, além de se
apresentarem como incolores, inodoras e insipidas, 0 que aumenta sua utilidade
potencial em alimentos (PEREZ et al., 2014).

Uma vez que o uso de antibiéticos em alimentos ¢é ilegal, as bacteriocinas se
tornam um substituto natural. Elas s&o inativas por enzimas presentes no trato
gastrointestinal humano, como a tripsina e a pepsina, fazendo com que os fragmentos
das bacteriocinas ndo permanegam por muito tempo no corpo humano e, portanto,
nao alteram a microbiota do trato digestério (BALCIUNAS et al., 2013; PEREZ et al.,
2014).

O mecanismo de agao e resisténcia de antibidticos e bacteriocinas sao
diferentes. Geralmente as bacteriocinas apresentam uma forte atividade contra as
cepas alvo, muitas vezes na faixa nanomolar, o que as tornam mais potentes que os
antibidticos em certos casos. Outra vantagem das bacteriocinas em relacédo aos
antibiéticos convencionais esta na toxicidade, uma vez que as bacteriocinas nao
apresentam efeitos téxicos as células eucariotas. As principais diferencas entre
bacteriocinas e antibidticos convencionais estao resumidas na Tabela 3 (PEREZ et al.,
2014).
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Tabela 3: Principais diferencas entre bacteriocinas e antibidticos convencionais.

Caracteristica

Bacteriocinas

Antibidticos

Aplicacao Alimentos/Clinica Clinica
Sintese Ribossomal Metabolito Secundario
Espectros de
Estreito Amplo

Bioatividade

Intensidade da

Ativo na escala nanomolar a

Ativo na faixa de micromolar a

Bioatividade micromolar milimolar
Degradacao a enzima
Alto Baixo
proteolitica
Estabilidade Térmica Alta Baixa
Faixa de pH Ampla Atividade Atividade Restrita

Possivel mecanismo de
resisténcia ao
desenvolvimento das

células alvo

Adaptacao através de mudancgas
na composi¢ao da membrana

celular

Determinante geneticamente
transferivel que inativa o

composto ativo

Modo de agao

Adaptagao através de mudancgas
na composi¢ao da membrana

celular

Membrana celular ou alvos

intercelulares

Toxicidade para células

eucariodticas

Relativamente nao

Sim

Fonte: Adaptado de PEREZ et al., 2014.

Portanto, o uso das bacteriocinas pode contribuir na reducdo de aditivos

quimicos em alimentos,

diminuindo a

intensidade das suas

técnicas de

processamento, auxiliando assim na producéo de alimentos mais saudaveis e na area
médica, as bacteriocinas contribuem como uma alternativa viavel aos antibiéticos
devido a sua atividade contra patéogenos clinicos incluindo micro-organismos
resistentes e multirresistentes a antibioticos (MDR) (ABBASILIASI et al., 2012; PEREZ

et al., 2014).
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2.5.2 Bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-negativas

Embora bactérias Gram-negativas sejam capazes de produzir bacteriocinas, a
grande maioria das bacteriocinas ja caracterizadas é produzida por espécies Gram-
positivas. Um banco de dados sobre bacteriocina (BACTIBASE) contém 177
sequéncias de peptidicas, das quais 156 sdo produzidas por bactérias Gram-positivas
e oito de bactérias Gram-negativas (LAGHA et al., 2017).

Pesquisas realizadas com as bactérias Gram-negativas Escherichia coli,
Salmonella enterica, Hafnia alvei, Citrobacter freundii, Klebsiella oxytoca, Klebsiella
pneumoniae e Enterobacter cloacae revelaram niveis de producdo de bacteriocina em
3 a 26% dos isolados ambientais (GILLOR et al., 2009). Geralmente as bacteriocinas
produzidas por bactérias Gram-negativas possuem alto peso molecular, porém, seu
tamanho varia de cerca de 10kDa a 20 kDa (DRECHSEL et al., 2011).

As colicinas produzidas por Escherichia coli sdo as bacteriocinas Gram-
negativas mais amplamente estudadas e servem de modelo na investigacdo dos
mecanismos de estrutura, funcido, organizacdo genética e evolugcdo de outras
bacteriocinas (GILLOR et al., 2009). As colicinas sdo proteinas antibacterianas
capazes de matar ou inibir o crescimento de bactérias relacionadas filogeneticamente
com a espécie produtora Escherichia coli e o género Salmonella (DIMOV et al., 2005;
DRECHSEL et al., 2011; YANG et al., 2014).

Normalmente os genes das colicinas sao localizados em plasmideos e seu
espectro de acdo é limitado a cepas bacterianas sensiveis que possuem proteinas
especificas no receptor da membrana externa. As colicinas se ligam aos receptores
bacterianos cuja funcdo primaria € muitas vezes facilitar a absor¢cdo de nutrientes e
depois sao translocadas para a superficie externa da membrana citoplasmatica onde
podem formar poros na membrana, como, por exemplo, a colicina E1. Ou podem atuar
de forma menos frequente como uma endonuclease, atuando diretamente contra o
DNA cromossomal da célula alvo. A colicina também pode atuar degradando a parede
celular e inibindo a sintese de peptideoglicanos (DIMOV et al., 2005; DRECHSEL et
al., 2011; YANG et al., 2014).

Em resumo, o modo de agao das colicinas inclui as seguintes etapas:

()] Anexacdo da molécula de colicina a receptor especifico na membrana
celular externa;

(1 Translocagao através da membrana;

(U] Interacao letal com uma molécula alvo especifica ou com alguma estrutura

dentro da célula bacteriana.
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As diferencas entre todos os tipos de colicinas estdo nestas trés etapas
basicas. Para evitar os danos causados pelas colicinas produzidas, a espécie
produtora consegue sintetizar simultaneamente proteinas especificas de imunidade
que atuam inativando as colicinas (DIMOV et al., 2005; DRECHSEL et al., 2011;
YANG et al., 2014).

Além das colicinas, E. coli produz um segundo tipo de bacteriocina conhecido
como microcina, sendo estas menores que as colicinas. A microcina apresenta
semelhancas com as bacteriocinas Gram-positivas, tais como a termosensibilidade,
resisténcia a algumas proteases, hidrofobicidade relativa e resisténcia ao pH extremo
(GILLOR et al., 2009). Os mecanismos de a¢ao das microcinas sao diversos, incluindo
a formacado de poros na membrana, atividade de nuclease e inibicdo da sintese
protéica ou replicacdo do DNA (YANG et al., 2014).

Em relacdo a sua acdo contra os micro-organismos, as bacteriocinas
apresentam melhor eficacia na inibicdo de bactérias Gram-positivas do que em
bactérias Gram-negativas, o que ocorre devido a composicdo da membrana externa
destes micro-organismos, que atua como uma barreira efetiva. No entanto,
experimentos ja demonstraram que alguns agentes como o EDTA ou certos
tratamentos podem desestabilizar a membrana externa permitindo, assim, que as
bacteriocinas atuem em bactérias Gram-negativas (OLIVEIRA et al., 2012;
PRUDENCIO et al., 2015).

Alguns agentes infecciosos Gram-negativos como Aeromonas, Escherichia,
Salmonella, Yersinia e Pseudomonas séao dificilmente inibidos por bacteriocinas Gram-
positivas, podendo, inclusive, carrear genes de resisténcia a antibiéticos, tornando o
tratamento, nestes casos, ainda mais dificil (FLEMING et al., 2011; FLEMING,
NASCIMENTO & BOLZAN, 2010). As bactérias Gram-negativas que colonizam os
alimentos sdo de extrema importancia devido aos efeitos que ocasionam nos mesmos
e nos consumidores destes produtos (OLIVEIRA et al., 2012). Tais fatos tornam ainda
mais relevantes estudos que busquem cada vez mais avaliar a utilizacdo de peptideos

antimicrobianos na inibigdo de micro-organismos patogénicos alimentares.
2.6 BACTERIOCINAS E SUAS POTENCIAIS APLICACOES

Devido a ampla diversidade de bacteriocinas, que se diferenciam por sua
origem, producdo e mecanismo de agao, a classificacdo desse grupo de substancias

acaba ocorrendo de forma autdbnoma. Alguns pesquisadores preferem separar as

bacteriocinas em “bacteriocinas verdadeiras” como as colicinas e em bacteriocinas
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semelhantes as colicinas, também conhecidas como “substancias inibitérias do tipo
bacteriocina” ou BLIS (bacteriocin-like inhibitory substance) (CHIKINDAS et al., 2017).

As bacteriocinas possuem como fung¢do primaria o controle de bactérias
concorrentes na busca de nutrientes e de espagco em um nicho biolégico (EGAN et al.,
2016; CHIKINDAS et al., 2017). Quando utilizada em grandes concentragdes, algumas
bacteriocinas apresentam uma variedade de fungdes das quais sua atividade
antimicrobiana é a mais estudada (CHIKINDAS et al., 2017).

Embora a aplicagao primaria das bacteriocinas tenha sido inicialmente voltada
para a preservacdo de alimentos, com o aumento na resisténcia aos antibidticos
convencionais houve um crescimento nas aplicacbes de bacteriocinas em produtos de
saude. Desta forma, as bacteriocinas ganharam novas aplicabilidades além da
preservagdo de alimentos, como seu uso na inibicdo de patdégenos causadores de
doencgas em animais, na industria farmacéutica e bem como no tratamento de doencas
em humanos (YANG et al., 2014; CHIKINDAS et al., 2017).

Na industria alimentar as bacteriocinas isoladas ou em combinagdo com outros
meétodos de preservacédo tém um enorme potencial na biopreservagao de alimentos. A
adicdo de bacteriocinas em alimentos ja ocorre naturalmente e legalmente como € o
caso da nisina, considerada como uma substancia segura pela FAO, sendo a primeira
bacteriocina usada na conservacdo de alimentos (LAGHA et al., 2017). As
bacteriocinas podem ser adicionadas aos alimentos de trés formas:

e Pela inoculacao de alimentos com estirpe produtora de bacteriocina;

e Pela adicdo de bacteriocinas purificadas ou semi-purificadas como
conservantes;

e Através do uso de um produto previamente fermentado com uma estirpe
produtora de bacteriocina como ingrediente no processamento de alimentos.

Na Figura 3, estdo apresentados alguns exemplos da aplicacédo de

bacteriocinas em alimentos.
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Figura 3: Bacteriocinas: do uso simples as aplicacbes especificas. 1 - Leite ou outro
fermentado contendo bacteriocina; 2 - Cultura microbiana produtora de bacteriocina; 3
- bacteriocina parcialmente purificada; 4 - Cultura probiotica produtora de bacteriocina;
5 - Acédo sinérgica entre bacteriocina e antimicrobianos naturais; 6 - Implementagao de
sistemas de entrega controlada para maior estabilidade e eficacia de bacteriocinas
(Adaptado de CHIKINDAS et al., 2017).

Embora a aplicacdo das bacteriocinas em sua forma purificada seja a
abordagem mais comumente utilizada na conservacido de alimentos, a inoculagao de
bactérias acido-lacticas produtoras de bacteriocinas também se mostrou eficaz no
sistema alimentar (PEREZ et al., 2014). Em estudos realizados com Nham (uma
linguica de porco fermentada tailandesa), a bactéria Pediococcus pentosaceus,
produtora da pediocina PA-I/ AcH, foi utilizada como cultura iniciadora e demonstrou
um controle efetivo no crescimento de Listeria monocytogenes sem comprometer a
qualidade da linguica. A pediocina PA-I/AcH também mostrou ser efetiva no controle
do crescimento de L. monocytogenes quando incoporada a biocomposicdo de
embalagens usadas em carne (PEREZ et al., 2014).

Em produtos lacteos normalmente associados a contaminagdo de micro-
organismos patogénicos, houve um aumento no uso das bacteriocinas com intuito de
inibir o crescimento destes patégenos. Em pesquisas realizadas com a nisina e
pediocina, foi demonstrada a agao efetiva dessas bacteriocinas na inibicdo e na
reducdo das contagens de micro-organismos como a bactéria L. monocytogenes em
produtos lacteos, principamente em queijos pasteurizados. Estes dados configuram
uma importante alternativa de controle, uma vez que esse patdgeno apresenta
resisténcia a antibioticos e esta, geralmente, associado a contaminacdo de produtos
alimenticios refrigerados prontos para consumo (PEREZ et al.,, 2014; LAGHA et
al.,2017,).
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Na industria farmacéutica o potencial clinico das bacteriocinas vem ganhando
destaque devido a inumeras pesquisas realizadas sobre a atividade de algumas
bacteriocinas contra patégenos Gram-positivos e Gram-negativos em humanos e
animais, incluindo agentes patogénicos multirresistentes a antibidticos como
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) e Enterococcus faecalis
resistentes a vancomicina (VRE) (PEREZ et al., 2014).

Phuminsantiphong e colaboradores realizaram pesquisas com o objetivo de
identificar e caracterizar bacteriocinas ativas contra VRE e Enterococcus
multirresistentes a antibidticos (MDRE), sendo eles Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium associados a infecgdes hospitalares do trato urinario,
pneumonia, endocardite, bacteremia e meningite. Neste estudo, a estirpe E. faecalis
478 isolada de fezes humanas produziu atividade antimicrobiana contra varias estirpes
MDRE e VRE, sendo a producao da bacteriocina em caldo De Man, Rogosa e Sharpe
(MRS) a 37° C em pH entre 5 e 6 consideradas as melhores condicbes para sua
produgédo (PHUMINSANTIPHONG et al., 2017).

A utilizacdo de bacteriocinas em tratamentos terapéuticos também vem sendo
realizada na terapia do cancer, onde estudos indicaram que as bacteriocinas
demonstram atividade contra células tumorais. A colicina A e E1 que atuam na
formacao de poros na membrana celular conseguem inibir o crescimento de uma linha
de fibroblasto padrdo humano MRC5 e onze linhas de células tumorais humanas,
sendo consideradas possiveis candidatas a farmacos antitumorais (CHUMCHALOVA
e SMARDA, 2003; YANG et al.,2014).

Com o aumento nos estudos sobre as bacteriocinas em alimentos e na
clinica, algumas pesquisas relataram o efeito destas bacteriocinas em conjunto com
outra substancias antimicrobianas naturais, como 6leos essenciais e antibidticos. Em
2008, Sivarooban e colaboradores determinaram o efeito sinérgico da nisina (quando
em combinagdo com os compostos fendlicos extraidos do cha verde) e da semente de
uva, mostrando serem efetivos contra a bactéria L. monocytogenes, resultando em
dano celular e diminuicdo nos niveis bacterianos (SIVAROOBAN et al., 2008;
MATHUR et al., 2017).

Outra opcado possivel foi a combinacdo sinérgica entre bacteriocinas e
antibidticos. Estudos realizados por Naghmouchi e colaboradores em 2012
determinaram o efeito sinérgico de bacteriocinas e antibiéticos em cepas sensiveis e
resistentes. Observaram assim seus efeitos contra a bactéria Pseudomonas
fluorescens em 90% das combinagdes entre bacteriocinas acido-laticas da classe | e
subclasse lla com antibidticos e cerca de 60% de combinagbes entre colicinas e

antibidticos. Esta combinagao sinérgica entre antibidticos e peptideos antimicrobianos
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pode ser usada na reducdo do uso de antibidticos, auxiliando também na prevencéao
de bactérias resistentes aos mesmos (NAGMOUCHI et al., 2012; BALCIUNAS et al.,
2013).

2.6.1 Bacteriocinas e BLIS produzidas por bactérias Gram-negativas ativas

contra patogenos alimentares (Estudos realizados no IFRJ)

Em um trabalho realizado por Fleming e colaboradores com amostras de
saladas, queijo e produtos carneos comercializados na cidade do Rio de Janeiro,
foram identificados 44 estirpes bacterianas Gram-negativas sendo a maioria
pertencentes ao grupo dos coliformes. Estas estirpes foram identificadas e testadas
quanto a produgcdo de substancias antimicrobianas onde duas estirpes (4,5%)
Klebsiella ozaenae e Raoultella terrigena mostraram-se efetivas na inibicao de
patdgenos alimentares como a Escherichia coli e Salmonella, além das bactérias
Bacillus subtilis e Staphylococcus xylosus ((FLEMING et al., 2010).

As substancias antimicrobianas produzidas por K. ozaenae foram sensiveis
as trés enzimas proteoliticas utilizadas, enquanto a produzida por R. terrigena foi
sensivel a apenas duas das enzimas testadas, sugerindo assim que estas substancias
possam ser bacteriocinas tipicas (FLEMING et al., 2010). Em continuidade a este
trabalho nosso grupo verificou as melhores condigbes para a produgéo da klebicina K
e da raoultelina L, uma vez que estudos relataram que a producao de bacteriocinas é
dependente das condi¢des de cultura, como composicido do meio, pH, temperatura e
atmosfera. Os resultados mostraram que a producao da klebicin K e da raoultelina L
foi estavel em relacdo aos fatores ambientais mais comuns testados, sendo estes
dados importantes para a avaliacdo do potencial dessas SAM, bem como constituiram
0 primeiro passo para a sua purificacdo (FLEMING et al., 2011).

Em 2013, nosso grupo realizou experimentos com a bacteriocina EC2,
produzida por Escherichia coli, e sua interferéncia no crescimento de patégenos em
matriz de leite, mostrando que seus espectros de acao foram diversificados, embora
tenha exercido agdo principalmente contra a espécie E. coli, incluindo estirpes
resistentes a antibioticos. A SAM EC2 foi sensivel a todas as trés enzimas proteoliticas
testadas neste estudo, indicando a sua natureza protéica, o que a caracteriza como
uma bacteriocina tipica. Os testes realizados com a bacteriocina EC2 e a indicadora
Samonella entérica na matriz de leite, mostraram que nas primeiras quatro horas a
bacteriocina conseguia inibir o crescimento da indicadora sugerindo sua potencial

aplicagao no controle de Salmonella em alimentos (LOPES et al., 2013).
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Em 2015 nosso grupo verificou a resisténcia a antibiéticos e a produgao de
substancias antimicrobianas de quinze isolados bacterianos Gram-negativos advindos
de amostras de queijo minas frescal. Segundo os resultados, os quinze isolados,
sendo trés representantes do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus, foram
capazes de produzir substancias antimicrobianas contra Escherichia coli e Salmonella
entérica. Este foi o primeiro relato sobre a producdo de SAM por este grupo
bacteriano, o que demonstra que as substancias antimicrobianas produzidas por
bactérias patogénicas podem ter aplicagbes contra outros agentes patogénicos
transmitidos por alimentos (DAMACENO et al., 2015).

Devido a este fato, surge a importdncia do estudo de substancias
antimicrobianas produzidas por bactérias Gram-negativas que sejam ativas contra
micro-organismos patogénicos alimentares. Neste contexto, o complexo Acinetobacter
baumanni/calcoaceticus se destaca devido sua concentracdo em férmulas lacteas
infantis ser maior quando comparada a de patdégenos classicos normalmente
encontrados em tais alimentos, 0 que sugere que este complexo microbiano seja
capaz de produzir substancias antimicrobianas importantes para a inibicdo de

patégenos bacterianos alimentares.
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3. JUSTIFICATIVA

A alimentacdo apropriada para criangas até os dois anos de idade é
fundamental para promover o seu crescimento e desenvolvimento. Até os seis meses
de vida, o leite materno deve ser a unica fonte alimentar, pois sozinho é capaz de
nutrir e auxiliar na protecao contra doencas. Entretanto, por diversos motivos como
doengas, cirurgias mamarias, entre outros, a pratica da amamentacdo se torna
inviavel. Neste caso, € usado como alimento e suplementacao alimentar as formulas
lacteas infantis (SILVA et al., 2010).

Segundo pesquisadores a fabricagdo comercial de formulas lacteas infantis
estéreis nem sempre € possivel de ser realizada usando a metodologia de
processamento manual. Com isso, o risco eminente de contaminacdo destes
alimentos pode causar infecgdes em criangas e recém-nascidos através do consumo
dos mesmos (ARSALAN et al., 2013a).

Em trabalhos realizados anteriormente por nosso grupo, visando a detecgao
de Salmonella sp. em FLI e utensilios utilizados em seu preparo, oriundos de um
hospital municipal do Rio de Janeiro, outros patégenos Gram-negativos, diferentes de
Salmonella, foram encontrados, sendo muitos deles, resistentes e multirresistentes a
antibiéticos (MORAES et al., 2015a; ARAUJO et al., 2015; MORAES et al., 2015b).
Dada a importancia da contaminagéo de FLI e de utensilios por tais patégenos, tornou-
se necessario o desenvolvimento de pesquisas que busquem alternativas para a
reducdo ou eliminacido dessa contaminacéo.

Uma dessas alternativas poderia ser a utilizagdo de SAM naturais. Portanto,
neste estudo, tem por finalidade a deteccéo e a caracterizacdo de SAM produzidas por
bactérias Gram-negativas isoladas de FLI e de utensilios usados em seu preparo e
distribuicdo, a fim de identificar alguma SAM que possa ter potencial de aplicacdo na

conservacao e/ou prevengao da contaminacao de alimentos.
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4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a producdo de substancias antimicrobianas por bactérias Gram-
negativas associadas a formulas lacteas infantis e utensilios provenientes de um

hospital municipal do Rio de Janeiro.
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a producdo de substancias antimicrobianas por isolados Gram-
negativos obtidos a partir de FLI e de utensilios utilizados em seu preparo,

distribuicdo e armazenamento;

o Verificar o potencial de acao das substancias antimicrobianas contra diferentes

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas de referéncia;

e Determinar o potencial de acdo das substancias antimicrobianas que se
mostrarem promissoras contra diferentes patdgenos alimentares e contra
estirpes do complexo ABC, Enterobacter sp. e Shigella dysenteriae resistentes

e multirresistentes a antibiéticos (MDR) isolados de alimentos lacteos;

e Analisar as caracteristicas bioquimicas das substancias antimicrobianas

selecionadas;

e Avaliar as melhores condicbes de crescimento para a produgdo das

substancias antimicrobianas pelas bactérias produtoras;

e Obter uma preparacao ativa das substancias antimicrobianas promissoras

através do sobrenadante das estirpes produtoras.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. ISOLADOS BACTERIANOS E CONDICOES DE CULTIVO

Quarenta e cinco isolados bacterianos Gram-negativos obtidos em um trabalho
anterior (MORAES, 2015), a partir de formulas lacteas infantis reconstituidas e de
superficies e utensilios utilizados em seu preparo, armazenamento e/ou distribuicao
em um hospital publico do Rio de Janeiro, foram utilizados como produtoras nos testes
para investigacao da producdo de SAM (Tabela 4).

Outras bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, incluindo potenciais
patdgenos associados a doencgas transmitidas por alimentos, foram empregadas como
indicadoras da producdo de SAM e estdo descritas na Tabela 5. Dentre elas,
encontram-se quinze isolados do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus e
cinco isolados de Shigella dysenteriae oriundos de FLI e de utensilios utilizados em
seu preparo e distribuicado, e vinte e seis isolados (20 do género Enterobacter, 4 do
complexo ABC, 1 E. coli e 1 Klebsiella oxytoca) oriundos de produtos lacteos
comercializados, como queijos e leites.

Todos os micro-organismos foram cultivados em caldo Casoy (Himedia, Sao
Paulo, Brasil) a 37° C por 18 h. Quando necessario, o0 meio foi suplementado com agar
1,5% ou 0.6 % (agar sélido e semissolido, respectivamente). Os estoques das culturas

foram mantidos a -20 ° C em caldo Casoy contendo glicerol a 40% (p/v).

5.2. AVALIACAO DA PRODUCAO DE SAM PELAS ESTIRPES ISOLADAS

Este método foi realizado conforme descrito por Nascimento (2004), com
algumas modificagbes. As 45 estirpes bacterianas foram crescidas em meio agar
Casoy a 37°C por 18 h. Apéds a incubacgao, as culturas foram inoculadas sob a forma
de pontos na superficie do meio. Apos incubagao por 18 h a 37°C, as bactérias foram
mortas por exposi¢cdo a vapores de cloroformio por 30 min e, apds a evaporacao
deste, foram vertidos 10 mL de meio Casoy semissélido acrescido de aliquotas de 1,0
mL das estirpes indicadoras apresentadas na Tabela 5 (previamente crescidas por 18
h a 37°C, em 10 mL de caldo Casoy). Posteriormente, as placas foram reincubadas a
37°C por 18 h e a produgdo de substancia antimicrobiana (SAM) foi indicada pelas
zonas de inibicdo ao redor dos pontos de crescimento das estirpes produtoras,

conforme ilustrado na Figura 4.
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Tabela 4: Bactérias Gram-negativas utilizadas neste trabalho para investigacao da
produgao de SAM

Isolados Fonte

Acinetobacter baumannii/calcoaceticus

JE2 Jarra de preparo

JE3 Jarra de preparo

JE4 Jarra de preparo

JE5 Jarra de preparo

JEG6 Jarra de preparo

JE7 Jarra de preparo

JR1 Jarra de preparo

JR2 Jarra de preparo

JR3 Jarra de preparo

JR4 Jarra de preparo

JR5 Jarra de preparo

JR6 Jarra de preparo

ME2 Mamadeira

MRA1 Mamadeira

AE1 Férmula lactea reconstituida

PR1 Férmula lactea reconstituida

PR2 Foérmula lactea reconstituida
Hafnia alvei

JE1 Jarra de preparo

JE7 Jarra de preparo

BIR1 Bico de mamadeira
Enterobacter cloacae

BA1 Bandeja

BA5 Bandeja

BA6 Bandeja

BA7 Bandeja

BIE1 Bico de mamadeira

BIE2 Bico de mamadeira

BIE3 Bico de mamadeira

BIE5S Bico de mamadeira

BIE7 Bico de mamadeira

BIE8 Bico de mamadeira

BIR4
Enterobacter aerogenes

BA8 Bandeja
Escherichia vulneris

BA2 Bandeja

BA4 Bandeja
Shigella dysenteriae

ME1 Mamadeira

ME3 Mamadeira

ME4 Mamadeira

ME5 Mamadeira

BIR3 Bico de mamadeira
Pseudomonas oryzihabitas

ALE?2 Foérmula lactea reconstituida
Proteus mirabilis

ALE?2 Férmula lactea reconstituida
Ochrobacterium anthropi

ALR1 Férmula lactea reconstituida
Chromobacterium violaceum

BIE4 Bico de mamadeira

PR3 Férmula lactea reconstituida

Fonte: Moraes (2015), Araujo e colaboradores (2015).
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Tabela 5: Estirpes bacterianas utilizadas como indicadoras da produc¢ao de SAM

Caracteristicas

Estirpe relevantes para Referéncia
este trabalho
Bacillus cereus LMIFRJ - LMIFRJ
Escherichia coli ATCC25922 - ATCC
E. coli LMIFRJ - LMIFRJ
Klebsiella pneumoniae ATCC4352 - ATCC
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - ATC
Estirpes de  P. fluorescens ATCC13525 - ATCC
referéncia  Proteus mirabilis - LMIFRJ
P. vulgaris - LMIFRJ
Salmonella enterica sorotipo Typhi ATCC19214 - ATCC
Serratia marcescens - LMIFRJ
Staphylococcus aureus ATCC12600 - ATCC
S. aureus ATCC25923 - ATCC
A. baumannii/calcoaceticus JE2 MDR Araujo et al., (2015)
A. baumannii/calcoaceticus JE3 MDR Araujo et al., (2015)
A. baumannii/calcoaceticus JE4 MDR Araujo et al., (2015)
A. baumannii/calcoaceticus JE5 MDR Araujo et al., (2015)
A. baumannii/calcoaceticus JE8 MDR Araujo et al., (2015)
A. baumannii/calcoaceticus JR1 MDR Araujo et al., (2015)
Isolados de A. baumannl:l:/calcoacetl:cus JR2 MDR Al’al:JJ:O et al., (2015)
FlLle A. baumann({/calcoacet{cus JR3 MDR AI’aL’JJ.O etal., (2015)
utensilios A. baumann({/calcoacet{cus JR4 MDR AI’aUJ.O etal., (2015)
utilizados A. baumannii/calcoaceticus JR6 MDR Araujo et al., (2015)
em seu A. baumannii/calcoaceticus ME2 MDR Araujo et al., (2015)
A. baumannii/calcoaceticus MR1 MDR Araujo et al., (2015)
dFi)srﬁ“ipbaurio ;0 A. baumannii/calcoaceticus AE1 MDR Araujo et al., (2015)
¢ A. baumannii/calcoaceticus PR1 Nao-MDR Araujo et al., (2015)
A. baumannii/calcoaceticus PR2 Nao-MDR Araujo et al., (2015)
Shigella dysenteriae ME1 MDR Moraes et al., (2015)
Shigella dysenteriae ME3 MDR Moraes et al., (2015)
Shigella dysenteriae ME4 MDR Moraes et al., (2015)
Shigella dysenteriae ME5 MDR Moraes et al., (2015)
Shigella dysenteriae BIR3 Nao-MDR Moraes et al., (2015)
Complexo Enterobacter cloacae Q1C2 MDR Amorim et al., (2016)
Complexo Enterobacter cloacae Q1C3 Nao-MDR Amorim et al., (2016)
Complexo Enterobacter cloacae Q1L2 MDR Amorim et al., (2016)
Complexo Enterobacter cloacae Q1R1 Nao-MDR Amorim et al., (2016)
Complexo Enterobacter cloacae Q1R2 Nao-MDR Amorim et al., (2016)
Complexo Enterobacter cloacae Q1R4 MDR Amorim et al., (2016)
Complexo Enterobacter cloacae Q2E1 MDR Amorim et al., (2016)
Complexo Enterobacter cloacae Q2L1 MDR Amorim et al., (2016)
Complexo Enterobacter cloacae Q2M1 MDR Amorim et al., (2016)
Complexo Enterobacter cloacae Q2R2 Nao-MDR Amorim et al., (2016)
Isolados de Complexo Enterobacter cloacae Q2R3 MDR Amorim etal., (2016)
produtos Complexo Enterobacter cloacae Q11 Nao-MDR Amor!m etal., (2016)
l4cteos Complexo Enterobacter cloacae Q12 Nao-MDR Amor!m etal., (2016)
comercializa Complexo Enterobacter cloacae Q15 N&o-MDR Amorim et al., (2016)
dos Complexo Enterobacter cloacae Q16 Nao-MDR Amorim et al., (2016)
Complexo Enterobacter cloacae E1 MDR Amorim et al., (2016)
Complexo Enterobacter cloacae E2 MDR Amorim et al., (2016)
Complexo Enterobacter cloacae E3 MDR Amorim et al., (2016)
A. baumannii/calcoaceticus V2.1 MDR Dados ainda n&o publicados
A. baumannii/calcoaceticus V2.14 MDR Dados ainda ndo publicados
A. baumannii/calcoaceticus V1.17 MDR Dados ainda ndo publicados
A. baumannii/calcoaceticus V1.23 MDR Dados ainda ndo publicados
Enterobacter cloacae V1.9 MDR Dados ainda ndo publicados
Enterobacter sakazakiiV1.15 MDR Dados ainda n&o publicados
Escherichia coli V1.4 MDR Dados ainda n&o publicados
Klebsiella oxytoca VV1.27 MDR Dados ainda n&o publicados

ATCC, American Type Culture Collection; FLI, férmulas lacteas infantis; LMIFRJ, Coleg&o do Laboratério
de Microbiologia do IFRJ; MDR, multidrug resistant (multirresistente a drogas); ndo-MDR, isolados que

expressam resisténcia a alguns antibidticos, porém, n&o sdo multirresistentes.
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Figura 4: Esquema dos procedimentos realizados para a detecgdo da produgao de

substancias antimicrobianas.

Apenas os isolados que se mostraram mais promissores, inibindo o maior
numero de estirpes indicadoras ou apresentando os maiores halos de inibicdo, foram

submetidos aos experimentos subsequentes.

5.3. TESTE DE SENSIBILIDADE DAS SAM AS ENZIMAS PROTEOLITICAS E AO
NaOH

Os testes para verificacdo da sensibilidade das SAM as enzimas proteoliticas
e ao NaOH foram realizados de forma semelhante ao teste de producdo de SAM,
descrito no item 5.2.

As estirpes a serem testadas foram crescidas em forma de ponto, em
quadruplicata, em meio agar Casoy. Apds o tratamento com vapores de cloroférmio,
ao redor de cada crescimento, foram distribuidos 50 yL de NaOH a 0,2 N, 50 pL de
tripsina (mg/mL-') e 50 uL de protease (mg/mL-'). Um dos pontos foi utilizado como
controle (sem tratamento). Posteriormente a incubagéo por 4 h a 37°C, foram vertidos
sobre as placas 10 mL de meio Casoy semissolido acrescido de 1,0 mL da estirpe
indicadora (previamente crescidas por 18 h a 37°C, em 10 mL de caldo Casoy) e
novamente as placas foram incubadas por 18 h a 37°C.

A nao observacao de halo em torno do crescimento, onde foi adicionado o

NaOH, indica a natureza acida da substancia produzida, enquanto que auséncia de
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halo de inibicao em torno do crescimento, onde foram aplicadas as enzimas
proteoliticas, sugere a natureza protéica da substancia. Caso ocorresse a formagao de
halo em contato com as enzimas proteoliticas, a substancia foi classificada como BLIS

(bacteriocin-like inhibitory substance), uma substancia inibitéria do tipo bacteriocina.

5.4. INFLUENCIAS DAS CONDICOES DE CRESCIMENTO NA PRODUCAO DE
SAM.

Por apresentar o maior potencial de aplicagao (expressando os maiores halos
de inibicdo, inibindo o maior nimero de indicadoras e apresentando os resultados
mais reprodutiveis), apenas o isolado JE6 foi utilizado neste e nos demais
experimentos subsequentes.

A influéncia das condi¢cbes de crescimento na produgdo da SAM produzida pelo
isolado JE6 foi realizada conforme descrito por Fleming e colaboradores (2011). Para
se avaliar o meio de cultura em que a producdo de SAM fosse maior, os seguintes
meios de cultura foram empregados: BHI (Brain heart infusion) (Merck), Muller-Hinton
(Himedia), agar Nutriente (Himedia), e agar Casoy (Himedia).

A influéncia do pH inicial, da temperatura de crescimento e da presencga de
diferentes concentragcbes de NaCl na producdo de SAM foram determinadas como
descrito por Fleming e colaboradores (2011). As culturas produtoras foram crescidas
em caldo Casoy e inoculadas, sob a forma de pontos, em placas contendo 25 mL do
melhor meio para a produgdo da SAM, determinado anteriormente, e cujo pH foi
ajustado para 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0, com NaOH 1N ou HCI 1N.

O efeito da temperatura foi analisado por incubacido da estirpe produtora a
temperatura ambiente de 27°C, a 37° e a 42°C. E para a determinacio da influéncia
do NaCl, a estirpe produtora foi crescida em meio de cultura contendo adicbes de
NaCl nas concentracdes de 0; 1,0; 2,0 € 3,0 % (p/v).

Para verificar a influéncia das condigdes de aeracdo, a cultura produtora foi
inoculada a 37°C em anaerobiose. A atmosfera anaerébica foi criada utilizando o
sistema de geracdo de atmosfera AnaeroGen (Oxoid). A produgdo de SAM foi
verificada como descrito no item 5.2. Para todos os testes, foram utilizadas como
indicadoras as bactérias B. cereus LMIFRJ, P. vulgaris LMIFRJ e S. enterica

ATCC19214. Na Figura 5 ilustra os procedimentos mencionados acima.
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Figura 5: Esquema dos procedimentos realizados para verificar as melhores

condi¢des de crescimento para a produgéo de substancias antimicrobianas.

5.5. AVALIAGAO DA CAPACIDADE DE INIBICAO DE ESTIRPES RESISTENTES E
MULTIRRESISTENTES A ANTIBIOTICOS (MDR) PELO ISOLADO JE6

Este experimento foi realizado conforme descrito no item 5.2, utilizando-se
como estirpes indicadoras, todos os isolados resistentes e multirresistentes a

antibidticos apresentados na Tabela 4.

5.6. OBTENCAO DA SAM JE6 A PARTIR DO SOBRENADANTE DA CULTURA
PRODUTORA

5.6.1. Obtencao direta a partir do sobrenadante

O isolado JEG6 foi inoculado em 10 ml de Caldo Casoy em tubo falcon, por 18 h
a 37°C. Posteriormente, foi realizada a centrifugagédo (CentriBio) por 10 min a 4.000
rom. O sobrenadante foi coletado para um novo tubo e filtrado em membranas
Millipore® com poros de 45um. Em placas com agar Casoy foram vertidos 10 mL de
meio Casoy semissolido acrescidos de aliquotas de 1,0 mL das estirpes indicadoras
(B. cereus, P. vulgaris e S. enterica, previamente crescidas por 18 h a 37°C, em 10 mL
de caldo Casoy). Posteriormente a solidificagdo do meio semissélido, foram aplicados
sobre a indicadora 50 yL do sobrenadante filtrado e as placas foram incubadas por
18h a 37°C.
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5.6.2. Obtencao a partir da combinagao de meio liquido com meio semissélido

A estirpe selecionada foi inoculada em 2 ml de Caldo Casoy em tubo falcon,
por 18 h a 37°C. Posteriormente, a cultura foi adicionada em erlenmeyer contendo 20
mL de semissodlido fundido e resfriado a aproximadamente 40°C. Apos solidificacdo do
meio foram acrescentados 20 mL de caldo casoy e o erlenmeyer foi incubado por 18 h
a 37°C. Apés a incubacgao, o caldo casoy com crescimento bacteriano foi retirado do
erlenmeyer e adicionado a um tubo falcon de 15 mL estéril, que foi a centrifugacao
(CentriBio) por 10 min a 4.000 rpm. O sobrenadante foi coletado para um novo tubo e
filtrado em membranas Millipore® com poros de 45um. Em placas de agar Casoy
foram vertidos 10 mL de meio Casoy semissolido acrescidos de aliquotas de 1,0 mL
de 3 estirpes indicadoras mais sensiveis (B. cereus, P. vulgaris e S. enterica,
previamente crescidas por 18 h a 37°C, em 10 mL de caldo Casoy). Posteriormente a
solidificagcdo do semissdlido, foram aplicados sobre a indicadora 50 pL do

sobrenadante filtrado e as placas foram incubadas por 18h a 37°C.

5.8. ANALISES ESTATISTICAS

Os parémetros estudados foram analisados através do teste “One-way Anova”. A
andlise estatistica foi realizada com o software “GraphPad Prism” versao 5.00 para
Windows (GraphPad Software, San Diego California, USA). Para todos os testes,

adotou-se o nivel de significancia de 95% (P < 0,05).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. PRODUCAO DE SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS

O uso continuo de antibidticos na agricultura contribuiu para o aumento de
bactérias patogénicas resistentes aos medicamentos, dificultando ainda mais o
controle destes contaminantes alimentares. Atualmente ha uma busca crescente por
agentes alternativos, como as substancias antimicrobianas naturais produzidas por
bactérias, que possam auxiliar no controle e inibi¢do do crescimento destes patégenos
alimentares (LAGHA et al., 2017).

Neste trabalho, dos 45 isolados de utensilios de lactario avaliados, 31 (68%)
foram capazes de produzir algum tipo de substancia antimicrobiana contra pelo menos
uma das bactérias utilizadas como indicadoras. Entretanto, cinco isolados
denominados JE3, JE4, JE6, MR1 e BIE1 foram os mais promissores, sendo capazes
de inibir patégenos alimentares como Bacillus cereus e Salmonella enterica sorotipo
Typhi, além de bactérias como Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e Proteus
vulgaris, conforme a Tabela 6. Exemplos da inibicao de P. vulgaris e B. cereus pelo
isolado JEG6 estédo apresentados na Figura 6.

O espectro de acao dos isolados produtores de SAM mostrou-se extremamente
relevante para a industria alimenticia porque B. cereus e Salmonella spp. estdo no
grupo das bactérias mais associadas a doencas transmitidas por alimentos no Brasil
(SVS, 2016). Vale ressaltar, ainda, que a Salmonella é um dos principais patégenos
alimentares responsaveis por mais de um milhdo de casos de doengas transmitidas
por alimentos anualmente nos Estados Unidos devido a sua constante contaminagao

de produtos de origem animal e produtos lacteos (LAGHA et al., 2017).

Tabela 6: Produgdo de SAM por bactérias Gram-negativas isoladas de utensilios

usados no preparo de férmulas lacteas infantis.

|dentificacao das Origem Isolados | Indicadoras inibidas
produtoras
JE3 Proteus mirabilis
Jarros de preparo de JE4 Bacillus cereus
Complexo Acinetobacter FLI previamente Bacillus cereus
baumannii/calcoaceticus lavados em agua JE6 Salmonella enterica
corrente Proteus vulgaris
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter cloacae _ Mamadeira _ MR1 Ba_wcillus cereus
Bico de Mamadeira BIE1 Klebsiella pneumoniae
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Figura 6: Produgdo de SAM pelo isolado JEG contra (A) Salmonella Typhi e (B) B.

cereus.

Além da inibicdo de Salmonella e de Bacillus cereus, vale ressaltar que alguns
agentes infecciosos Gram-negativos encontrados em alimentos como, Klebsiella e
Proteus podem carrear genes de resisténcia a antibiéticos, tornando o tratamento
nestes casos mais dificil. Estes agentes raramente s&o inibidos por bacteriocinas
produzidas por bactérias Gram-positivas (FLEMING et al., 2010; DAMACENO et al.,
2015).

Trés dos cinco isolados mais promissores pertencem ao complexo
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus. Este resultado ndo € um fato isolado, uma vez
que nos estudos realizados por Damaceno e colaboradores com queijo minas frescal
foram identificadas duas estirpes do complexo ABC capazes de produzir substancias
antimicrobianas ativas contra Salmonella enterica e Escherichia coli (DAMACENO et
al., 2015).

Dos cinco isolados produtores de SAM selecionados, JE6 foi 0 que apresentou

N e

ele foi selecionado para os testes subsequentes.

6.2. SENSIBILIDADE DA SAM JE6 A ENZIMAS PROTEOLITICAS E AO NaOH

As bacteriocinas s&o substancias de natureza protéica, geralmente sensiveis a
pelo menos uma enzima proteolitica (ABBASILIASI et al., 2012). Os ensaios
realizados com as enzimas proteoliticas (protease e tripsina) para verificar se a SAM
produzida pela estirpe JE6 possui natureza proteica indicaram que, independente da
indicadora utilizada, n&do houve inibicdo da SAM pelo NaOH ou pelas enzimas

protease e tripsina (Figura 7).

30



Figura 7: Sensibilidade a enzimas proteoliticas pelo isolado JE6 contra B.cereus (A)
controle, (B) tratamento com protease, (C) tratamento com tripsina, (D) tratamento
com NaOH.

Uma vez que a atividade da SAM produzida pelo isolado JE6 nao foi afetada
pelo NaOH, ¢é possivel afirmar que a mesma ndo esta associada a produgdo de
acidos pela bactéria produtora. No entanto, o fato da SAM produzida nao ter sido
afetada pelas enzimas proteoliticas testadas sugere que a SAM n&o seja uma
bacteriocina tipica. Contudo, uma vez que existem bacteriocinas atipicas resistentes a
enzimas proteoliticas, essa possibilidade nao pode ser descartada, sendo assim a
SAM produzida pelo isolado JEG6 sera tratada, entdo, como uma BLIS (“bacteriocin-like
inhibitory substance” — substancia inibitéria do tipo bacteriocina).

A resisténcia de substancias antimicrobianas a enzimas proteoliticas ndo é
incomum. Estudos realizados com SAM produzidas por espécies de Bacillus
demonstraram que estas s&o insensiveis a enzimas como proteinase K e tripsina.
Esta estabilidade na presenca de enzimas proteoliticas pode ocorrer devido a
aminodacidos incomuns presentes na estrutura das bacteriocinas ou peptideos ciclicos
N-terminal ou protegidos em C-terminal (KORENBLUM et al., 2005 ;KHALIL et al.,
2009; ABBASILIASI et al., 2012).

Singh e colaboradores em 2012 realizaram pesquisas com um isolado de
Brevibacillus sp., que demonstrou ser capaz de produzir BLIS com ampla estabilidade
ao pH e a temperatura, e quando tratada com enzimas proteoliticas como proteinase

K, ftripsina, quimiotripsina e pepsina, nado foi observada redugdo no efeito
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antimicrobiano, também sendo considerada, portanto, resistente as enzimas
proteoliticas (SINGH et al., 2012).

6.3. OTIMIZAGAO DA PRODUCAO DE SAM PELA ESTIRPE JE6

A producao de substancias antimicrobianas pode ser favorecida por alguns
fatores, tais como temperatura, pH e tempo de incubagado. As condicbes 6timas de
crescimento sdo determinadas de acordo com o micro-organismo produtor. Para a
determinagao das melhores condi¢coes para a producdo de SAM pela estirpe JEB,
quatro meios de cultura foram comparados (Tabela 7). Os meios Miiller-Hinton e agar
nutriente ndo permitiram a producao da SAM pela estirpe JE6 quando foram utilizadas
as indicadoras S. enterica e P. vulgaris. Entretanto, houve inibicdo da indicadora B.
cereus quando a estirpe JE6 foi crescida nesses dois meios de cultura. Esse fato
sugere que JE6 produza, pelo menos, duas SAM distintas.

A producgado de mais de uma substancia antimicrobiana por uma unica estirpe ja
foi relatado em bactérias acido-laticas isoladas de cevada maltada, onde a espécie
Lactobacillus sakeifoi capaz de produzir duas novas bacteriocinas denominadas
sakacina 5X e sakacina 5T. O espectro inibitério de cada bacteriocina purificada foi
analisado e demonstrou que a sakacina 5X era capaz de inibir a maior variedade de
micro-organismos responsaveis pela degradagao de cerveja (VAUGHAN et al., 2001).

Nenhuma diferenga significativa (p > 0.05) nos halos de inibicao foi detectada
entre os meios BHI e Casoy. Entretanto, visivelmente, a estirpe JE6 produziu halos
maiores e mais limpidos no meio Casoy, que foi selecionado entdo como o meio de
cultura a ser utilizado nos experimentos subsequentes.

Em relacdo a temperatura de incubagao da estirpe produtora, a SAM JE6 foi
produzida tanto a temperatura ambiente, quanto a 37°C e a 42°C, quando a indicadora
utilizada para sua detecgao foi B. cereus, sendo a producdo a 37°C discretamente
maior. No entanto, para S. enterica e P vulgaris, sé foi detectada a producédo de SAM a
37°C, o que é mais um indicio de que mais de um tipo de SAM seja produzida pela
estirpe JEBG.

Segundo os resultados, a SAM que tem agao sobre B. cereus é capaz de ser
produzida em condicbes nutritivas menos exigentes (agar Muller-Hinton e agar
nutriente) e sob diferentes temperaturas, enquanto que a SAM que inibe S. enterica e
P. vulgaris, requer para a sua producéo o crescimento da estirpe JE6 em meios mais
ricos e temperaturas especificas.

O crescimento em meio Casoy com pH inicial variando de 5,0 a 8,0 nao afetou

a produgdo de substancia antimicrobiana pelo isolado JEG6, sendo a mesma
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significativamente maior sob pH 5,0 quando foram utilizadas as indicadoras B. cereus
e S. enterica, e sob pH 6,0 para P. Vulgaris. Em relagdo a produg¢do da SAM JE6 em
agar casoy com concentragdes de NaCl variando até 3%, a unica diferenca
significativa observada foi em relagéo a inibicdo de B. cereus, que foi levemente maior
sem a adicdo de NaCl. Levando em consideracdao a atmosfera a producdo de
substéncia antimicrobiana por JEG6, esta foi mais significativa em aerobiose em

comparagao a anaerobiose.

Tabela 7: Influéncia do meio de cultura, pH, concentracdo de NaCl e atmosfera na
producédo da SAM por JEG.

Estirpes indicadoras

S. enterica B. cereus P. vulgaris
Agar Casoy 130+1,8% 304%05° 21,6+1,3°
Meio de Agar Miiller-Hinton =P 17,7+1,1° =P
crescimento Agar Nutriente =P 32,0+5,0° =P
Agar BHI 13,3+0,5% 278+09° 152+1,1°
5.0 290+50% 32,0+36° 19,6 +8,7°
’ 6.0 21,0+30° 298+21° 29,3+0,9°
P 7.0 18,0+ 2,0° 234+05° 266+2,0°
8.0 16,7+1,9° 18,0+1,0° -
Controle 18,0+ 3,37 323+33° 15,0+ 0,82
NaCl 1.0% 175+1,7% 250+23° 12,7+1,8°
a
2.0% 200+1,1% 27,0+1,1° 15,5+ 3,52
3.0% 19,0+4,3% 265+2,0° 13,3+2,6°
28°C - 266+1,7° 17,7+24°
Temperatura b b b
de incubacs 37°C 20,7+25 343+1,8 235+24
e Incubacao
¢ 42°C - 282+48° -
Atmosf Aerobiose 17,2 + 2,4° 240+ 1,6° 32,8+44°
mositera
Anaerobiose -° 9,75 + 3,34° 19,3 + 2,6°

Legenda: Os numeros representam as médias e desvios-padrao dos didmetros das zonas de
inibicdo (em mm) de pelo menos trés experimentos independentes; -, auséncia de halo de
inibicdo ou halo inferior a 2 mm; ® ® °, letras diferentes indicam diferenca estatisticamente

significante entre os parametros.

Resultados semelhantes foram encontrados na produg¢ao da bacteriocina EC2,
produzida por Escherichia coli, com atividade inibitéria contra outras estirpes de E. coli
e contra S. enterica. As melhores condigbes para sua produg¢ao foram em meio Casoy,
a 37°C e com pH inicial de 6,0, sem adigdo de NaCl (LOPES et al., 2013). Alguns

estudos realizados com substancias antimicrobianas produzidas por Klebsiella
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ozaenae K and Raoultella terrigena L, demonstraram que as melhores condi¢cdes de
producdo de SAM por estas estirpes também foram em agar Casoy, a temperatura de
37°C, com pH inicial de 6,0 e com concentragdes de NaCl podendo variar entre 0,5 a
3,0%. Entretanto, a bacteriocina R. Terrigena L tem uma leve redugcdo na sua
producdo em auséncia de sal (FLEMING et al., 2011).

Em resumo, o crescimento em meio Casoy com pH entre 5,0 e 6,0 sob
temperatura de 37°C e sem adigdo de NaCl sédo as condi¢des mais apropriadas para a
maior produgdo de SAM pela estirpe JE6. A Figura 8 ilustra a inibicdo de estirpes

indicadoras sob essas condigdes.

k

Figura 8: Inibicdo de estirpes indicadoras sob as condi¢des mais favoraveis para a

producéo de SAM pela estirpe JE6. (A) indicadora B.cereus, (B) indicadora S.enterica.

Definir as melhores condi¢des de producao das bacteriocinas auxilia também
na determinagdo dos fatores que podem alterar sua eficiéncia. As bactérias acido-
lacticas, por exemplo, produzem bacteriocinas com diferentes atividades e que
dependem da composicdo quimica e das condigbes fisicas dos alimentos para
atuarem de forma eficaz. Além da interacdo com os componentes do alimento, a
producédo de bacteriocinas pode ser afetada negativamente pelas condicdes de
processamento e armazenamento, sendo os valores de pH e a temperatura fatores
importantes (BALCIUNAS et al., 2013). Desta forma, cada vez mais aumenta o
numero de pesquisas realizadas com bacteriocinas e substancia inibitéria do tipo
bacteriocina analisando suas melhores condicbes de producéo e fatores que podem

afetar na sua atividade antimicrobiana.
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6.4 CAPACIDADE DE INIBICAO DE ESTIRPES DO COMPLEXO ACINETOBACTER
BAUMANNII/CALCOACETICUS E SHIGELLA DYSENTERIAE RESISTENTES E
MULTIRRESISTENTES (MDR) A ANTIBIOTICOS ISOLADAS DE FLI E DE
UTENSILIOS PELO ISOLADO JE6

Nos ultimos anos, tem ocorrido um aumento na incidéncia de bactérias Gram-
negativas resistentes e multirresistentes a antibiéticos em alimentos, sendo
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii € os patégenos da familia
Enterobacteriaceae (em especial, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter sp.), também
constantemente associados a infec¢goes hospitalares (GHODHBANE et al.,2015) .

Alguns estudos relatam a presenca de diferentes bactérias Gram-negativas em
férmulas lacteas infantis, incluindo o complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus.
Esses micro-organismos podem causar infecgcbes como pneumonia, infecgcdes no trato
urinario e bacteremia. Estes agentes patogénicos vém ganhando importéncia devido
aos surtos e infecgbes provocadas em récem-nascidos em razdo da vunerabilidade
destes pacientes e a resisténcia e multirresistencia a medicamentos apresentada por
estes isolados (ARAUJO et al., 2015; AMORIM et al.,2017).

Com o surgimento de bacterias resistentes a multiplos antibiéticos muito
pesquisadores testaram as bacteriocinas como alternativa aos antibidticos. Além
disso, os avancos frenquentes na identificagao e caracterizagcdo das bacteriocinas tém
auxiliado na sua utilizagdo como agentes terapéuticos no tratamento de infec¢des em
seres humanos e animais (GHODHBANE ef al.,2015). Desta forma, cada vez mais sao
realizadas pesquisas voltadas para a producdo de substancias antimicrobianas
capazes de inibir tais bactérias patogénicas.

Neste estudo, o isolado JE6 mostrou-se um promissor agente na inibicao das
quinze estirpes resistentes e multirresistentes a antibiéticos pertencentes ao complexo
ABC por meio da produgao de substancias antimicrobianas (Tabela 8), apresentando
halos de inibicao satisfatérios, conforme ilustrado na Figura 9.

Além dos isolados do complexo ABC, JE6 foi capaz de inibir cinco estirpes de
Shigella dysenteriae, outro agente patogénico muito importante encontrado em
utensilios de lactario. A S. dysenteriae possui sorotipos associados a shigelose, uma
infeccao entérica aguda considerada um importante problema de saude publica nos
paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos, podendo causar consequéncias
potencialmente devastadoras para as criangas e recém-nascidos (MORAES et al.,
2015b).

Assim como a substancia antimicrobiana produzida por JE6 mostrou ser efetiva

contra mais de um patégeno Gram-negativo, outros estudos tém destacado a atividade
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antimicrobiana das bacteriocinas contra uma ampla gama de patéogenos Gram-
negativos, como por exemplo, a bacteriocina L-1077 produzida por Lactobacillus
salivarius que, assim como a SAM de JE6, possui acao efetiva contra as bactérias
Salmonella, Escherichia coli, Yersinia, Klebsiella pneumonia, Shigella dysenteriae,
Pseudomonas aeruginosa e Proteus vulgaris (GHODHBANE et al.,2015). Entretanto,
nesses estudos ndo foram citadas bacteriocinas ativas contra o Complexo ABC, o que
torna a(s) substancia(s) antimicrobiana(s) produzida(s) por JEG6 agente(s) com
potencial de aplicacdo na inibicdo de patdégenos alimentares resistentes e

multirresistentes antibidticos, em especial, as bactérias do Complexo ABC.

Tabela 8: Inibicao de Estirpes do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus e

Shigella dysenteriae por JEG.

Estirpe Zonas de Inibi¢ao
(mm)
A. baumannii/calcoaceticus JE2 241+15
A. baumannii/calcoaceticus JE3 276 +1,3
A. baumannii/calcoaceticus JE4 37,8+4,6
A. baumannii/calcoaceticus JE5 37,3+1,9
A. baumannii/calcoaceticus JE8 20,1+5,3
A. baumannii/calcoaceticus JR1 252+ 3,6
A. baumannii/calcoaceticus JR2 23,2+0,7
A. baumannii/calcoaceticus JR3 27,6 +1,9
A. baumannii/calcoaceticus JR4 23,4+0,5
A. baumannii/calcoaceticus JR6 31,0+ 3,1
A. baumannii/calcoaceticus ME2 30,1+44
A. baumannii/calcoaceticus MR1 27,0+2,0
A. baumannii/calcoaceticus AE1 29,2+0,7
A. baumannii/calcoaceticus PR1 231+24
A. baumannii/calcoaceticus PR2 26,0+1,5
S. dysenteriae ME1 255140
S. dysenteriae ME3 29,8+0,8
S. dysenteriae ME4 26,1+1,1
S. dysenteriae ME5 240+2,6
S. dysenteriae BIR3 20,6 £ 0,7

Figura 9: Produgdo de SAM pelo isolado JE6 contra estirpes multirresistentes a
antibidticos: (A) Acinetobacter baumannii/calcoaceticus JR4 e (B) Shigella dysenteriae
MES3.
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6.5. CAPACIDADE DE INIBICAO DE ESTIRPES RESISTENTES E MDR ISOLADAS
DE PRODUTOS LACTEOS PELO ISOLADO JE6.

Com o aumento do interesse por micro-organismos produtores de SAM, uma
vez que os antibiéticos nao podem ser utilizados em alimentos, estas substancias séo
cada vez mais importantes na prevencido e controle de contaminantes alimentares
(OLIVEIRA et al., 2011).

Em um trabalho realizado anteriormente por nosso grupo com isolados de
produtos lacteos como leite e queijo na produgdo de SAM, usando como indicadoras
bactérias como Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Proteus, Pseudomonas,
Salmonella e Yersinia enterocolitica, foi verificado que nenhum dos isolados do
complexo ABC produziu substancias antimicrobianas efetivas contra as indicadoras
usadas (AMORIM et al.,2017).

Entretanto, nos experimentos realizados neste trabalho utilizando-se a estirpe
JE6 como produtora e vinte e seis isolados de produtos lacteos como indicadoras,
verificou-se a inibicdo de vinte e trés (88%) isolados bacterianos (Tabela 9). A Figura
10 ilustra a inibicdo de alguns desses isolados.

Estes dados sdo importantes, pois dez destes isolados pertencentes ao
complexo Enterobacter cloacae sao estirpes resistentes e multiressistentes a
antibioticos como cefalotina, ampicilina, amoxicilina, entre outros. Tais achados
demostram que a SAM produzida por JE6 é efetiva contra diferentes patdgenos
alimentares que, devido a sua multirresistencia a antibioticos, podem ser de dificil
controle e eliminagao.

A acdo de substancias antimicrobianas contra o complexo Enterobacter
cloacae foi observado em alguns estudos, onde as bacteriocinas Enterocina AS-48 e
Enterocina 96 produzidas por Enterococcus faecalis mostraram sua acao efetiva
contra o complexo Enterobacter cloacae, assim como a bacteriocina thuricina-S
produzida por Bacillus thuringienses. Esta ultima possui resisténcia ao calor e é
estavel a uma ampla faixa de pH e normalmente atua sobre agentes patogénicos
transmitidos através de intoxicagdo alimentar, como L. monocytogenes e B. cereus
(GHODHBANE et al.,2015; MARROQUIN et al.,2016).
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(.
Figura 10: Inibicdo de (A) Complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus V2.14 (B)

Klebsiella oxytoca VV1.27 pelo isolado JEG6.

Tabela 9: Inibicao de estirpes isoladas de produtos lacteos por JEG.

Estirpe Zonas de Inibicao
(mm)

Complexo Enterobacter cloacae Q1C2 12,7+0,9
Complexo Enterobacter cloacae Q1C3 11,3+ 0,4
Complexo Enterobacter cloacae Q1L2 16,7+1,2
Complexo Enterobacter cloacae Q1R1 9,7+0,9
Complexo Enterobacter cloacae Q1R2 2,3+3,3
Complexo Enterobacter cloacae Q1R4 7,0+£5,0
Complexo Enterobacter cloacae Q2E1 6,7+4,7
Complexo Enterobacter cloacae Q2L1 13,3+£0,5
Complexo Enterobacter cloacae Q2M1 -

Complexo Enterobacter cloacae Q2R2 22,7+34
Complexo Enterobacter cloacae Q2R3 13,0+0,8
Complexo Enterobacter cloacae Q11 10,3+ 1,2
Complexo Enterobacter cloacae Q12 15,0+ 0,0
Complexo Enterobacter cloacae Q15 11,0+ 0,8
Complexo Enterobacter cloacae Q16 14,0+ 2,2
Complexo Enterobacter cloacae E1 13,0+ 2,2
Complexo Enterobacter cloacae E2 16,7+1,2
Complexo Enterobacter cloacae E3 16,0+ 0,8
Escherichia coli V1.4 22,3+1,9
Enterobacter cloacae V1.9 15,7+1,2
Enterobacter sakazakii V1.15 20,7+1,9
A. baumannii/calcoaceticus V1.17 -

A. baumannii/calcoaceticus V1.23 15,7+0,9
Klebsiella oxytoca V1.27 31,0+£0,0
A. baumannii/calcoaceticus V2.1 -

A. baumannii/calcoaceticus VV2.14 32,7+0,9
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6.6. DETECCAO DA ATIVIDADE INIBITORIA A PARTIR DO SOBRENADANTE DA
CULTURA JEG6

A crescente atengao voltada para as bacteriocinas ocorre devido as suas
potentes atividades inibitérias, os seus diversos modos de acéo e principalmente o fato
de serem consideradas seguras para os seres humanos (PHUMISANTIPHONG et al.,
2017). Assim, pesquisas vém sendo realizadas através da inser¢gdo destas
bacteriocinas em alimentos com o intuito de conservagdo e acao contra a
contaminac&o de micro-organismos (YANG et al., 2014).

A adicao das bacteriocinas em alimentos fermentados pode ocorrer de trés
formas, sendo uma delas utilizando o sobrenadante da cultura produtora e sua
posterior purificagcao a partir de técnicas cromatograficas (LAGHA et al.,2017).

Os experimentos realizados neste trabalho com o sobrenadante da cultura
JEG, obtido através da combinagédo de meio liquido e semissdlido, contra as bactérias
indicadoras Salmonella enterica, Bacillus cereus e Proteus vulgaris demonstraram que
houve inibicdo do crescimento apenas da indicadora B. cereus (Figura 11), sugerindo,
mais uma vez, que JE6 produza mais de um tipo de SAM. Entretanto, a obtencao
desse sobrenadante ativo contra B. cereus € um bom indicio de que essa SAM possa

ser purificada e assim, ter potencial de aplicacao.

£

Figura 11: Inibicdo da indicadora B. cereus pelo sobrenadante da cultura JEG.

Com o intuito de identificar e caracterizar substancias antimicrobianas de
bactérias Gram-negativas isoladas de férmulas lacteas infantis e utensilios usados em
seu preparo, este trabalho conseguiu identificar uma substancia antimicrobiana
produzida por um isolado do complexo Acinetobacter baumanni/calcoaceticus,
denominada JE6, que possui agdo contra diferentes patdégenos isolados de alimentos,
incluindo estirpes resistentes e multirresistentes a antibiéticos.

Este fato é de grande relevancia e contribui ainda mais para a utilizacado de
substancias antimicrobianas como biopreservativos de alimentos e tornam a SAM JE6
um agente promissor para estudos posteriores de preservagao de alimentos e controle

de patdégenos.
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7. CONCLUSOES

» Neste trabalho, pode-se considerar que alguns isolados bacterianos advindos
de formulas lacteas infantis e utensilios usados em seu preparo sdo capazes
de produzir substancias antimicrobianas importantes com potencial de

aplicagao contra patégenos alimentares.

» O isolado JEG pertencente ao complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus
apresentou os melhores resultados em comparacado aos demais isolados, ja
que conseguiu inibir um nimero maior de patégenos alimentares de referéncia,
dentre eles, Salmonella enterica e Bacillus cereus, importantes patégenos

associados a Doencgas Transmitidas por Alimentos.

» A substancia antimicrobiana produzida por JE6 foi eficaz na inibicao de outros
isolados do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus, de Shigella

dysenteriae e de Enterobacter sp., resistentes e multirresistentes a antibidticos

» A substancia antimicrobiana produzida por JE6 nao foi sensivel ao tratamento
com as enzimas proteoliticas testadas e NaOH, sendo assim, foi considerada

uma substancia inibitoria do tipo bacteriocina (BLIS).

» As melhores condicdes para a produgcao de substancia antimicrobiana por JE6
englobam o crescimento em meio Casoy com pH entre 5,0 e 6,0, sob

temperatura de 37°C, sem adi¢cao de NaCl e em aerobiose.

» Com base na literatura, este é o primeiro trabalho a relatar a producdo de SAM
por uma estirpe do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus ativa
contra bactérias Gram-negativas multirresistentes a antibidticos, associadas a

alimentos lacteos e utensilios.
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Abstract

Introduction: Antirmcrobial substances I:.-"l."ﬂlﬂ]'ml[,ltltﬁﬂ t:q.r I;w.ln:nunm} reduce or
prevent the growth of pathogenic and spotlage plicrovrgamigms m food, In thas study, 16
1solates of Acmetobacter bammannii/calcoaceficns (ABC) complex, previously obtamed
from recomstituted infant milk formula (IMF) samples and the preparation and
distnbution utensils from the nursery chn public hespital! were used to sereen for AMS
production.

Methodology: Antimicrobial ;ubatmu.:'mnduciinﬁ and spectrum of activity assavs were
performed by agar-spot assay. Optimization of growth conditions for AMS pmdw.lmn
was also evaluated.

Results: Three (17.6%) isolates namely JE3, JE4, and JE6, produced AMS against the
principal indicatar strain :wmmﬁu enterica subsp. entertca serotype Typhi ATCC
19214. JE6 was alstiable to iihibit strains of Klehsiella prenmenice, Protens vilgaris,
and Huua'm cerens, aGramepositive bacteria. Remarkably, JE6 was able to inhibit all
the tested M'mn: and mulindrug-resistant (MDR) strams of the ABC complex and
Shigella :.I:!“ﬁ':'”fﬂ]‘:ﬂe associated with IMF and utensils, mdicating a potentially valuable
ﬂpplkaﬁm .'!';MH'.:Imulm:ml by JE6 doses not appear to be affected by proteo]vtic
enzymes andthe producer strain showed specific mmmumity to its own AMS.

Conclusion” Thas study highlights AMS produced by Acinetobacter with applications

against MDR speilage and foodbomne pathogens - some of them, mfectious disease
causing agents - which, to our knowledge, has not been previously described,

Key words: Acinerobocter Barmanniicolconcerices, antinderobial substance: foodbome
pathogens, bactenocin.

Running title; Antmmicrobial substance produced by dcinerobacier
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Introduction

Most commercially available preservatives and antibiotics are produced by
chemucal synthesis, and their long-term consumption can cause harm to conswmer
health or lead to microbiota reduction in the gut. Therefore, natural foods without
chenmeal additives have become imereasingly popular owing to their health benetits [1].

The use of antmmerohal substances (AMS) with antagomstic properties has
become the prime candidate in food safery and preservation research, In foods and
beverages, the addition of antimicrobial compounds to processed producis has become a
potent weapon in food preservation.

Bacteriocins form a small subgroup within AMS and have potential vses in food
preservation. Bacteriocins are proteins or peptides produged by bacteria that have
antimicrobial properties [2, 3, 4]. Bacteriocins differ fiom most therapeutic antibiotics
because they have a biologically active protein companent (being rapidly digested by
the proteases of the human digestive system),are ribosomally synthesized, and have a
narrower activity spectrum |5, 6]

Biopreservation of foods using bactenocms can be aclieved by either the
addition of bactenocinogenic cultures or the direct addition of the purified substances.
Bacteriovin-produeimg probiotic strains can establish a microbiota balance i the
digestive tract, reducing gastrointestinal discases. Altermmatively, punfied bacteriocins
can be added directly to foods as a natural preservative [1]; this is the most plausible
option when potentially pathogenic bactenia are the producers.

Acinetobacter spp. have been studied for several vears to determine possible
clinical, industrial, and environmental applications (Table 1); however, according to
Amorim and Nascimento [ 7], few studies have reported the association of dcinerobacier
spp. with food. Some studies cite their presence as bacteria that, along with others of
different genera, contribute to the taste, odor, and texture of foods (especially dairy
products), owing to ther proteolytic and lipolytie [8, 9], Conversely, other researchers
describe Acimetobacter as potential pathogens, but do not emphasize their role in food,
Howewver, studies such as those by Gurunmg and coworkers [10] and Dijkshoom [117],
report the isolation of Acinerobacrer strams from dairy products and claim that these
bacteria may be opportunistic pathogens associated with food.
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Acinerabacrer strains have been recently associated with infant milk formula
(IMF} and the utensils vsed in its preparation and distnbution [12]. Surprisingly,
Acinetobacter  baumannii/calcoaceticus (ABC) complex were the most frequently
isolated bactenia (37.8%), followed by Ewferobacter clogcae (267%) and other
members of the Enferobacreriaceae family, which were expected to be the most
commonly isolated microorganisms. This prevalence of Acinetobacter indicated that
these solates could be producers of AMS capable of mhubiting the growth of other
common foodbome bactena,

Therefore, the present study aims to deteet AMS production by ABC isolates
from IMF and utensils vsed, and to determine the optimal grewth cenditions for the
production of AMS, which may have potential application against fopdbome pathogens

and/or food spoilage mieroorganisms.

Methedology
Bactertal strains and growth conditions

Sicteen isolates of Acinetobacter bawmanniidcalcoaceticns (ABC) complex
{obtained i a previous study), from, reconstituted IMF samples and samtized utensils
used in preparation/distnibution, from the nursery of a public hospatal in Rio de Janewro,
Brazil [12], were vsed as potential AMS producer strains in this study (Table 2).

All microorganisms wersgrown in Casoy broth (Himedia, Sio Paulo, Brazil) at
A7°C for 18 h. When necessary, the medium was supplemented with either 15 g/l or 6
2/ agar (solid or sofipagar, respectively). Stock cultures were maintaimed at -20°C in

Tryptic Soy Broth (Himedia, Sao Paulo, Brazil) containing 40% (v/v) glyceral.

Antimigrobial subsiance production and spectriom of activity assayvs

The agar-spot assay was performed as desenibed by Giambiagi-deMarval et al.
[13] with minor modifications, Each AMS producing ABC strain was grown i 5 mL of
Casoy broth for 18 hoat 37°C. Five macroliters of culture (approxomately 5.0 x 10° cells)
were spotted onto Casoy agar plates. After 18 h at 37°C, the bactena were Killed by
exposire o chloroform vapor and the plates were sprayed with the indicator strain
culture Safmonella enterica serotype Typhi ATCC 19214 (0.3 mL of a previously

grown culture in 3 mL of Casoy soft agar). This strain was chosen according to
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Damaceno and coworkers. [14]. Plates were further incubated at 37°C for 18 h and the
diameters (in mm) of the inhibition zones were measured. To determine the spectrum of
activity, gram-negative and gram-positive stram (Table 2) were used as mdicators, The
sixteen ABC used as potential AMS producers were also used as mdicators.

Determination of profeinaceous naftire

The effects of the proteolytic enzymes pronase (Sigma-Aldnich), proteinase K
(Sigma-Aldrich), and trypsin (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil) on AMS activity were
determined in accordance with Giambiagi-deMarval and coworkers {13]. with minor
modifications. The enzymes (1 mg/'mL) were prepared in 0.03 M Tris (pH 840 with
0.01 M CaCly, and 50 pL. were applied around the prodicer spots,after chloroform
treatment. Plates were incubated at 37°C for 4 h andathen spraved with the indicator
strain. Absence of inhibition zones indicated that the AMS aas of proteinaceous nature.
To discard the possibility that the inhibition gexhibited might have been due to acids
produced by the producer strain during its metabolism) the antimicrobial substances
were also treated with 0.2 N NaOH.

Influence of growth condition®on AMS preduction

To evaluate the effectof the culture medivm on AMS production, the producer
strain was grown as‘previously described, and 5 pL of culture were spotted onto the
surtace of plates contaiming 25 ml of the following solid media: brain heart infusion
(BHI, Isofar, Riode Jameiro, Brazil), Casoy (Isofar, Rio de Janeiro, Brazil), Milller-
Himton (Himedia, S8 Paulo, Brazil), and nutrient agar (Himedia, Sio Paulo, Brazil).

The influence of the mitial pH, growth temperature, and NaCl on AMS
production was determined as described by Fleming and coworkers. [15]. Because
Casoy agarpresented the best results (inhibition halos with the largest diameters), it was
uscd in further experiments. The producer strains were spotted on Casoy agar plates and
mcubated at 37°C for 18 h. The pH of the culture media was adjusted to achieve pH
values of 5.0, 6.0, 7.0, and 8.0 with 1 N HCl or 1 N NaOH. The effect of the growth
temperature was evaluated by incubating Casoy agar plates at room temperature (27°C),

37°C, and 42°C for 18 h, and the influence of salt was determined by growing the
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producer strains on Casoy agar plates with different NaCl concentrations (0.5, 1.0, 2.0,
and 3.0 g/L).

The effects of aeranon conditions on bactenocin activity were evaluated after
meubation of the producer strains spotted on Casov plates at 37°C, both aerobically and
anaerobically. Anaerobic conditions were created using the AnaeroGen atmosphere
seneration system (Oxodd Lid . Hampshire, England).

For these experiments. S. Typhi. Bacillus cerens and Protfeus vidlgaris were used

as mdicator strains.

Staristical analysis
One-way ANOVA with Tukey's post-hoc test was used to assess differences in
the parameters. For all sigmficance tests, p values < (5 were considered statistically

significant. At least three replicates of each experiment were performed.

Results

In this study, sixteen isolates of ABC comples were tested for AMS production.
Three (18.7%0) were isolated from IMF préparation jars. namely, JE3. JE4, and JE6. and
were able to produce AMS agmnst the ihdicato? strain Salmonella Typhi. chosen as the
main indicator strain due t0 ity sensitivity fo some antimicrobial substances produced by
Gram-negative bactesififds. 16]."

Isolate JEG was able to ntubit 5. Typhi, Klebsiella pnenmonia, Proteus vidgaris,
and remarkably, B. eereus (Figure 1), a Gram-positive bacterium. Therefore, JE6 was
chosen for the subsequent experiments.

JEG wﬁs‘:-__i_*,!s::g.ﬂ'hle to inhibit the others 15 ABC 1solates tested (12 were MDE),
indicating the potential application of this AMS against these MDR pathogens. Assays
were perfommed with proteolytic enzymes (protease and trypsin) to verify whether the
activity of JE6 AMS is affected. however. regardless of the indication used. here was no
inhibition of AMS by protease and trypsin enzvmes. With regards to NaOH. the
inhibitory activity produced by the JE6 isolate was also unatfected. indicating that the
antimicroal action 1s not due to acid production by the producing bactena.

To determine suitable conditions for the maximum production of AMS. JEG the

producer stramn was inoculated 1 four different media (Table 3). Miller-Hinton and
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nuirient agar media did not allow the production of AMS by strain JE6 when vsing
indicators 5. enferica and P. vidgaris. However, there was mhibition of the B. cereus
indicator when the JE6 strain was grown in these two culture media. No significant
difference (p = 0.03) in the diameters of the nhibition halos was detected between BHI
and Casoy media, however, visibly, the JEO stram produced larger and more hmpad
hales i Casoy medium, which was then used in subsequent experiments

The AMS of JE6 was produced at room temperature (27°C), 37°C, and 42°C:
AMS production was shightly higher at 37°C when B. cerens wasithe indicator.
However. when using 8. enferica and P. vulgaris as indicators. AMS production was
only detected at 37°C. providing further evidence that more than one type of BLIS 1s
produced by the JE6 strain.

Apparently. AMS that act against B. cerens are eapable ofbeing produced under
less demanding nutrient conditions (Muller-Hinton agar and nutrient agar) and under
different temperatures, whereas AMS that inkfibit 5. enfepica and F. vulgaris require
growth of the JEG stram in a nicher media and &t specific lemperatures.

Growth in Casoy medmum. with imitial pH ranging from 5.0 to 8.0, did not affect
the production of AMS by the JEf 15alate, although 1t was significantly higher at pH 5.0
for B. cerens and 8. enferica,and under pH 15..{1 for P. vulgaris. Varving the NaCl
concentrations (up to 3%) if.Casoy agar had little effect on JE6 AMS production: the
only sigmficant differenice observed 1-';'2;.'-1 m relation to mhibition of B. cerens, which
was shightly igher withoutthe addition of NaCl

Production of 'AMS JE6 was also evaluated after the aerobic and anaerobic
srowth of the pmﬂltcer siram.  Inhibition zones for the three mdicator straimns were
5:guiﬁcm1t1}r_fed34ced' under anaerobic growth, suggestimg that aerobic conditions are
nee NG AMS JE6 production.

Ths in general, the optimal conditions for the production of AMS by JE6 may
be represented by growth m Casoy agar at 37°C with an mutial pH of 5.0, in the absence

of NaCl. and under asrobic conditions.
Discussion

AMS-producing microorganisms have a competitive advantage m a particular

ecological niche. Consequently, the biotechnology industry 1s beginning to show an
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interest in the potential application of these microorgamisms and prospecting of such
strains has begun. However, gram-negative enteropathogenic bacteria such as
Eschericina, Salmonella, Enterobacter, and Klebsielia are rarely inhubited by gram-
positive AMS. such as bacteriocins [16. 17]. In contrast. Gram-pegative bacteriocins,
wncluding microcin C7, colicins E1 and Ib, and the bacteriocin produced by E. coli strain
Nissle 1917, have already shown & vitre and in vive inhibinon of several gram-negative
pathogens [17-19].

In our previous study. four representatives of the ABC group were able to inhibit
indicator strains E colf ATCC25922 and 8. enterica ATCC19214'[14] " These two
species of bacteria are among the major causes of foodborne diseases. As far asve are
aware. the smdy by Damaceno and coworkers was the fist researeh reporting the
production of an AMS by dcinerobaciter strains,

In general. antimicrobial substances, suchi.as  bacteriotm-like inhibitory
substances (BLIS) and bacteriocins produced by gram-negative bacteria, have a narrow
antimerobial actvity spectrum. conferring a disadvantage that linuts ther indusinal-
scale applicanion [2, 20). However. in this work. iselate 7E6 was able to inhibit S, Typhi.
Klebsiella pneumonia, Proteus vulgaris, and remarkably, B. cerens (Figure 1), a Gram-
positive bacterium. ThereforesJE6 was chosen for the subsequent experiments.

Gram-negative pathogens pose serious threats to global public health as
treatment options are limited owing to the spread of antibiotic resistance among gram-
negative bactenia [21]. These resistant bactena are increasingly found in foods of
different origins.

Rmﬁml}-‘. ressstant and mulo drug-resistant (MDR) strains of Shigelia sp. were
1solated from d-ﬁi[j'_PfinuCti and associated food preparation utensils [22, 23]. JE6 was
able toinhibitall five of the S, disenreriae strains isolated from lactary utensils. four of
which presented a typical MDR profile. Shigella dyvsenteriae has been associated with
shigellosis, an acute enteric infection that poses an important public health problem m
developing and underdeveloped countries, and may have potentially devastating
consequences for children and newborns [22]. According to our resulis. an AMS, such
as that produced by JE6, mayv have potential for application as a potent inhibitor of

foodbome pathogens, mcluding, those resistant to antibiotics. To our knowledge, this is
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the first study reporting mhibition of this MDR species by AMS produced by an ABC
1solate.

Curiously. JE6 15 also an MDR strain, but when it was tested as an indicator and
producer. no inhibition was ohserved, suggesting that this strain has a specific immunity
mechanism to its own AMS, that is a charactenistic of bacteriocins [1]. This suggests
that the TE& AMS 1s not a typical bacteriocin.  Resistance of AMS to proteolytic
enzymes 1s not uncommon. Studies performed with AMS produced by Bacillus species
have demonstrated that these are insensitive to enzymes such as prefeinase K and
trvpsin. The presence of proteolytic enzvmes may occur due to the unusual amino acids
present in the structure of the N-terminal or C-terminal prote¢ied bacterial o cyelic
peptides [24-26],

Production of AMS can be influenced by growthi27, 28] therefore determining
the optimal conditions for the maximum production,of AMS is Very important for
further studies on purnfication and cost efficacy.

The production of AMS by stram JE& was deteéted in the four culture media
used in this sudy, when the mdicator strains were Suenferica and P. vulgaris. However,
when the mdicator sivain was 5. ‘cereus, proclﬁctin:-n of AMS JEO6 was not detecied in
Miller-Hmton and nutrient agar, Our results suggest that B, cerens i1s more resistant to
the AMS in these 2 media orthat JEG produces more than one AMS. Production of one
of more AMS by a singiﬁmaiﬁhas al'n;:ady been reported in lactic acid bacteria isolated
from malted barley. where Lacrobacillies salbei was able to produce two new
bacteriocins called sakagin 5X and sakacin 5T, The mhibitory spectrum of each purified
bacteriocin was analyzed and sakacin SX was shown to mhibit a larger variety of
migroorganisms gesponsible for beer degradation than sakacin 5T [29].

ﬂpttmal conditions for the production of AMS by JE6 were similar to that found
tor the pﬁ:lﬁun:uon of bactenocin EC2, produced by E. cali, with inhibitory activity
agamst other strains of £ coli and 5. enterica [30]. The optimal conditions for EC2
production mn Casoy medium. were crowth at 37°C. with an mitial pH of 6.0, without
the addition of NaCl. Studies with antimicrobial substrates produced by Kiehsiella
ozaenae K and Raounltella tervigena L. demonstrated that the best conditions of AMS
production by these strains were also in Casoy agar, at 37°C, with an wunal pH of 6.0,

and with NaCl concentrations ranging from 0.5 1o 3.0% [15].
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Under these conditions. by replacing Casoy agar with Casoy broth, experiments
were performed to venfy whether JE6G AMS could be obtained from the supematant of
the producing strain. The imitial results were very pronusing and suggested that
antunicrobial activity aganst the three main indicator strains - 8 Typhi, B crens and P
vifgaris - could be detected (data not shown). Subsequent experiments will assess ther
activity spectrum using preparations of reconstituted IMF as a food matrix artificially

contaminated with the inhibited pathogens,

Conclusion

The present study elucidates a potential novel and mportant application for
ABC. as the AMS from solate JEG has demonstrated €fficacy “against potentally
pathogenic bacteria associated with food. including thosewith MDR characteristics.
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Figure

Figuira 1; Agar-spot assay demonstrating the inhibitory activity of JE6 AMS represented
by the clear zomes of inhibition against the indicator strain Bacillus cereus.

Tables

Tahle 1: Current nsage and possible environmental and industrial applications of
Acimetobacter spp. aind their produces,

Table 2: Bacterial strains nsed as producers and indicators of antimierobial
substances. M i
ATCC, American Type Culture Collection; LMIFRI, Colleetion of the Laboratory of
Microbiology of the Instituto Federal do Rio de Janeiro; MDR. ﬁn;lﬂdru;g-réslf-mnt.

Table 3: Effecr of growth conditions on antihicrebial, substotice production by
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus JES, -

The numbers represent the means and standard deviations ofthe diameters of inhibition
zones (in mm) from three independent expeniments: -, absenice of inhibition halo or less
than 2 mm: =

“0¢ different letters indicate statistically sigmificant difference among the parameters: *
Salmonella enterica serotvpe Typhit ATCC19214

14
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471

Figure |
Table |
Applications Examples References
- Phesphate remaval
Eioremediation of waste e % g
waters and effluents N _Ww-q_egrad-amn 3135
Bisramediatich of ;iﬁfmﬁ:tlm of effluents contaminated with 1 35 37
Industrial pollutants ; "?"' A
P, - 'For use in paper-making, incorporation in
Stabillzation & Sigvater . shampoos and detergents, enwisification of oil waste
emulsions, blosarption, 32, 38-41
and"ﬂp'umlsam pollutants, and in food industry products
- Production of camiting, immune adjuvants, and
glutaminase-asparaginase (for clinical use in cancer
traatrment)
Cther potential - Plant growth promoters and bio-control agents 31-33. 41-43
applications against phytopathogens ’

- Production of cellulalytic enzymes and alkaline
lipase
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479

Table 2
Strains . chfr:;:i;:lig:i - Harmanv;an'sc-urr.a_
Acinetobacter baumanniicaicoacaticus JEZ MDR Aradjo et al, 2015
A, baumannidcalcoaceticus AE1 MDR Aradjo etal., 2015
A, baumannidcalcoaceticus JEI MDR Aratijo etal.. 2015
& A baumanniVcalcoaceticus JE4 MOR Aratjo et al., 2015
T A baumannivcalcoaceticuws JES MDR Aradje ot al__ 2015
W A baumanniVcalcoaceticus JET MDR Aragjo et al. 2015
§ A, baymannivealcoaceticus JR1 MDR Aratjo et al., 2015
& A baumanniicalcoaceticus JR2 MDR Aratjo et al., 2015
E A baumannifealcoaceficus JR3 MDR Arapja-et al., 2015
T A, baumanniicalcoaceticus JRY MDR Aradjo et al., 2013
§ A. baumannivcalcoaceticus JRS MDR ‘Aratijo et al., 2015
T A baumanniicalcoaceticus JRE MDR Asaijoetal., 2015
a A baumannicalcoaceicus MEZ MDR Aratjo etal, 2015
A, baumannivcalcoaceticus MR MDR Aradjo etal, 2015
A. baumanniifcalcoaceticus PR MNon-MDR _Aragjo etal., 2015
A. baumannii/calcoaceticus PR2 Non-MDR_ Amojo etal.. 2015
Bacilus cereus LMIFRJ - LMIFRJS
Escherichia coll ATCC 25522 - ATCC
E. coli LMIFR.J e LMIFR
Flebsiella pneumeniae ATCC4352 - ATCC
Feeudomaonas eeruginoss ATCC 27B53 - ATCC
w P fluorescens ATCC13525 “ ATCC
= Proteus mirabilis LMIFRJ - LMIFRJ
= F. viulgaris LMIFRJ ) ) - LMIFRJ
= Saimonslis enterica serotype Typhi ATCC19214 = ATCC
E Serratia marcescens LMIFRJ . . LMIFRJ
b=l Shigalla dysenteriae BIR3 Mon-MDOR Moraes et al., 2015
= & dysenteriae ME1 MDR Moraas et al., 2015
3 dysentense MEJ MDR Moraes et al, 2015
&, dysenteniae I'.'IE_:q-. MDR Moraes et al., 2015
5. dysentenise MES MDR Morzes et al,, 2015
Staphylococcus avreus ATCC12600 - ATCC
5. aureus ATDC25023 = ATGC
16
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430 Tables
481
Indicator strains
Salmenaila Bacilius Erateus
Typhl* cersus VUlgans
Casay agar 130+18° 3D4+£05°7 216+13°
Growth Muller-Hirton agar -? 17.7+11°" -?
media Mutrient agar -t 320+50° -
EHI agar 13.3+05° 278zx08° 52"
5.0 28050° 320+386° 18687
H 6.0 210+30° 78E+21° 793+09°
B 7.0 180+20"° 234+05"° 266+ 20"
&80 187x149" 18.0 % 10" i, F
control 180+33 :
1.0% 17517
NaCl 2 0% 2004117
3.0% 160£43"
28°C o
Temperature arc 207+25"
42°C =" .
Aprabic conditions 1T+ 24
Atmosphere o -erobic conditions -
482
483
484

\b
3
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Certificado do Ill Congresso Nacional de Alimentos e Nutricdo e IV Congresso Mineiro
de Alimentacao e Nutricao da Escola de Nutricao da Universidade Federal de Ouro
Preto
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Anexo 4

Certificado da | Jornada de Pés Graduacéo. Instituto Federal do Rio de Janeiro/
Campus Rio de Janeiro, 08 de junho de 2017.

*En

1]

EEE INSTITUTO FEDERAL

| ] Rio de jangiro IPG

CERTIFICADO

0 tabalbo  atmlade  “INIBICAO DE PATOGENOS ALIMENTARES POR  ACINETOBACTER

BAUMANNIT/ CAT COACETICUS E ENTEROBACTER CLOACAE ISOLATMIS DE UTEMSILIOS DE UA
LACTARIO

", te agtona de "Cimars Sourz da Concesgio, Barbara Victor Souzs, Brendon Chaves Ao, Wallioe Galbards
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Anexo 5

Certificado do XIl Simpdsio Latino Americano de Ciéncia de Alimentos.Unicamp
Campinas/ Sao Paulo, 04 a 07 de novembro de 2017.

71 Ciéncia de fllimentod e seu Tmpacto
no Mundo em Transformacao

0% a OF de Nevembro 2017
Campinas- S Unicamp

Certificado
Certificamos que o trabalho intitulado:

INFLUENCIA DAS CONDICOES DE CRESCIMENTO NA PRODUCAO DA SAM JE6, UMA SUBSTANCIA ANTIMICROBIANA
PRODUZIDA POR Acinetobacter baumanni/calcoaceticus ATIVA CONTRA PATOGENOS ALIMENTARES

de autoria de:
Cinara Conceigio, Barbara Victor Souza, Jessica Manya Bittencourt Dias Vieira, Janaina Nascimento

foi apresentado na SESSAO de POSTER no 12 SLACA - Simpésio Latino Americano de Ciéncia de Alimentos: “A
Ciéncia de Alimentos e seu Impacto no Mundo em Transformacio”, realizado de 4 a 7 de Novembro de 2017,
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