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RESUMO 

As fórmulas lácteas infantis (FLI) apesar de ser um recurso usado para a alimentação 
infantil, têm preocupado bastante as organizações de saúde devido as mesmas não 
serem estéreis, o que facilita sua contaminação por micro-organismos, em destaque 
as bactérias Gram-negativas da família Enterobacteriaceae. Muitas destas bactérias 
são consideradas patogênicas devido aos fatores de virulência que possuem, incluído 
a resistência e multirresistência a antibióticos. Algumas pesquisas vêm sendo 
realizadas utilizando agentes antimicrobianos capazes de reduzir o crescimento e 
multiplicação bacteriana e/ou que consigam sua eliminação. Desta forma, o objetivo 
deste trabalho foi dar continuidade nas pesquisas já realizadas por nosso grupo com o 
intuito de analisar a produção de substâncias antimicrobianas (SAM) por bactérias 
Gram-negativas isoladas de FLI e de utensílios usados no seu preparo. Neste 
trabalho, dos quarenta e cinco isolados testados quanto à produção de SAM em 
meio sólido, 31 (64,6%) mostraram atividade inibitória contra pelo menos uma das 
bactérias utilizadas como indicadoras. Cinco isolados de utensílios, três de 
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus (JE3, JE6 e JE4) e dois de Enterobacter 
cloacae (ME1 e BIE1) foram os mais promissores e inibiram patógenos alimentares 
como Bacillus cereus e Salmonella enterica sorotipo Typhi, além de Klebsiella 
pneumoniae, Proteus mirabilis e P. vulgaris. O isolado JE6 conseguiu inibir um 
número maior de indicadoras, sendo usado nos testes subsequentes onde a 
influência do meio de cultura, temperatura, pH, concentração de NaCl e atmosfera na 
produção desta substância foram avaliadas. As SAM podem ser produzidas em 
diferentes meios de crescimento, sob uma faixa de pH de 5 a 8, concentrações de 
NaCl de 1,0 a 3.0% e condições aeróbicas e anaeróbicas. A produção de SAM ocorreu 
em temperatura ambiente, 37°C e 42°C quando a indicadora utilizada para sua 
detecção foi B. cereus, no entanto, para S. enterica e P. vulgaris, foi detectada a 
produção de SAM a 37°C, o que sugere que JE6 produza pelo menos duas SAM 
distintas. Os resultados mostram que as melhores condições para a produção da(s) 
SAM podem ser representadas pelo crescimento em ágar Casoy, a 37ºC com pH 
inicial de 5,0, sem adição de NaCl e sob aerobiose. A SAM produzida por JE6 também 
mostrou eficácia na inibição de isolados pertencentes ao complexo Acinetobacter 
baumannii/calcoaceticus e Shigella dysenteriae multirresistentes a antibioticos, assim 
como em estirpes resistentes e multirresistentes isoladas de produtos lácteos. Os 
experimentos realizados com o sobrenadante da cultura JE6, obtido através da 
combinação de meio líquido e semissólido, demonstraram que houve inibição do 
crescimento da indicadora B. cereus, mas não de S. enterica e P. vulgaris, sugerindo, 
mais uma vez, que JE6 produza mais de um tipo de SAM. Estes resultados são 
importantes na avaliação do potencial dessas bactériocinas na aplicação da área de 
alimentos e constitui o primeiro passo para sua purificação e utilização. De acordo com 
a literatura, este pode ser o primeiro trabalho a relatar a produção de uma SAM por 
uma estirpe do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus ativa contra bactérias 
patógenos alimentares e bactérias Gram-negativas resistentes e multirresistentes a 
antibióticos. 
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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 
JE6 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 
baumannii/calcoaceticus complex active against foodborne and resistant and 
multidrug-resistant Gram-negative bacteria. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

          As fórmulas lácteas infantis são utilizadas na alimentação de crianças e recém-

nascidos quando, por algum motivo, a amamentação não é possível. Tais fórmulas 

têm o objetivo de fornecer as crianças o aporte necessário de nutrientes para o seu 

crescimento e desenvolvimento (ARSALAN et al., 2013a). Contudo, muitos relatos 

vêm sendo observados sobre a contaminação das fórmulas lácteas por micro-

organismos, uma vez que as mesmas não são estéreis (ARSALAN et al., 2013a).  

As espécies Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) e Salmonella enterica 

são as mais associadas à contaminação e as principais responsáveis por causar 

infecções em crianças e recém-nascidos (GRIBBLE e HAUSMAN, 2012; MORAES et 

al., 2015a). Estudos realizados por nosso grupo identificaram a contaminação de 

fórmulas lácteas infantis de um lactário instalado em um hospital municipal, onde 

apresentaram a contaminação por diversas bactérias Gram-negativas em especial da 

família Enterobacteriaceae (MORAES et al., 2015a; ARAÚJO et al., 2015). 

           As Enterobacteriaceae possuem diversos fatores de virulência como a 

capacidade de adesão, formação de biofilme, cápsula polissacarídica, 

lipopolissacarídeo (LPS) e, principalmente, a resistência a múltiplos antibióticos (MDR, 

do inglês multi-drug resistance) que auxiliam na contaminação em alimentos e na 

causa de doenças (LEE et al., 2017).  

            Com base nas pesquisas existentes em relação à contaminação microbiológica 

em fórmulas lácteas infantis, tornou-se necessário a utilização de novos aditivos que 

busquem a eliminação ou diminuição da mesma nos alimentos. Uma alternativa é a 

utilização de substâncias antimicrobianas. Estas substâncias visam o controle 

microbiológico e dentre elas, destacam-se as bacteriocinas. Estas últimas são 

peptídeos antimicrobianos sintetizados nos ribossomos das células bacterianas e que 

tem ação bactericida ou bacteriostática sobre determinadas espécies de bactérias 

(OLIVEIRA et al., 2015).  

              Considerando os dados existentes sobre a ação dos micro-organismos na 

contaminação de fórmulas lácteas infantis, este trabalho tem a finalidade de verificar a 

produção de substâncias antimicrobianas por bactérias Gram-negativas oriundas de 

fórmulas lácteas infantis e de utensílios utilizados em seu preparo, armazenamento e 

distribuição, bem como seu potencial de ação contra diferentes patógenos 

alimentares. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. FÓRMULAS LÁCTEAS INFANTIS 

            Dentre as pesquisas mais importantes relacionadas à alimentação infantil 

destacam-se a composição do leite humano e os benefícios que o mesmo fornece 

durante a amamentação para o crescimento de crianças. A prática da amamentação e 

o uso do leite humano são considerados padrões de referência recomendados para a 

alimentação e nutrição infantil (RYAN e HAY, 2016). Os estudos relacionados à 

composição do leite humano aumentaram nos últimos anos em parte devido à 

utilização de fórmulas lácteas infantis que buscam maior semelhança à composição e 

valor nutricional do leite materno (RYAN e HAY, 2016). 

             As fórmulas lácteas infantis são produtos alimentícios desenvolvidos em forma 

liquida ou em pó, utilizados para suprir as necessidades alimentares de crianças e 

recém-nascidos quando por motivos de doenças, a prática da amamentação não é 

possível ou desejável (WEFFORT, 2012; ARSALAN et al., 2013a). 

             Uma grande variedade de fórmulas lácteas infantis está disponível no mundo 

todo, tais como fórmulas para prematuros, para recém-nascidos, para crianças de seis 

meses a um ano e, ainda, algumas fórmulas especializadas para lactentes e crianças 

com problemas no metabolismo. Desta forma, as composições das fórmulas lácteas 

infantis variam dependendo das necessidades nutricionais e do público alvo, levando 

em consideração os padrões globais estabelecidos pela Comissão do Codex 

Alimentarius atualizado (RYAN e HAY, 2016). 

            No entanto, a introdução de fórmulas lácteas na dieta pode causar efeitos 

deletérios a saúde infantil, muitos deles devido a presença de contaminantes químicos 

e microbiológicos que frequentemente estão associados ao aumento na 

vulnerabilidade de crianças a doenças como diarreias, infecções e até mesmo a 

desnutrição (SILVA et al., 2010). 

 

2.2. CONTAMINAÇÕES DE FORMÚLAS LÁCTEAS INFANTIS 

             Normalmente, em unidades hospitalares, as fórmulas lácteas são preparadas 

no lactário. Este setor é destinado ao preparo, higienização e distribuição das 

mamadeiras com leite e seus substitutos para alimentação de recém-nascidos (ROSSI 

et al., 2010). 
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            A contaminação das fórmulas lácteas, assim como dos alimentos servidos em 

hospitais, pode ocorrer devido a higienização inadequada de equipamentos e 

utensílios usados nas etapas de preparo, transporte, armazenamento e distribuição de 

tais alimentos, tornando necessário o controle higiênico sanitário em todas as etapas 

do processo (ROSSI et al., 2010; LINHARES, 2012).  

             A contaminação por agentes químicos pode ocorrer devido à presença de 

detergentes em utensílios de uso continuo e higienizados na mesma área de 

manipulação das fórmulas lácteas. Por este motivo o controle dos contaminantes é de 

extrema importância, pois podem gerar doenças de origem alimentar, trazendo riscos 

de morbidade para as crianças e recém-nascidos (LINHARES, 2012). Em 2008, a 

contaminação de fórmulas lácteas infantis na China por um agente químico, a 

melamina, utilizado na adulteração das cadeias de nitrogênio do leite gerando um 

aumento da massa de suas proteínas, resultou em centenas de crianças doentes e 

várias mortes (GRIBBLE e HAUSMAN, 2012).  

             Segundo Arsalan e colaboradores (2013), a fabricação de fórmulas lácteas 

infantis estéreis nem sempre é possível de ser realizada utilizando-se a tecnologia 

atual de processamento, o que aumenta o risco de contaminação não só por micro-

organismos, como também por contaminantes químicos. Os micro-organismos e/ou 

suas toxinas geram grande preocupação quanto à administração de fórmulas lácteas, 

uma vez que podem ocasionar doenças e até mesmo a morte de lactentes. Estudos 

realizados identificaram as principais espécies bacterianas com base em sua 

causalidade em fórmulas lácteas infantis, como apresentado na Tabela 1. 

Tabela 1: Classificação dos micro-organismos segundo sua causalidade em fórmulas 

lácteas infantis 

Categoria A 
Evidência clara de 

causalidade 

Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) 
Salmonella enterica 

Categoria B 
Causalidade plausível, 

mas ainda não 
demonstrada 

Pantoea agglomerans 
Escherichia vulneris 
Klebsiella oxytoca 

Hafnia alvei 
Citrobacter koseri 
Citrobacter freundii 

Klebsiella pneumoniae 
Enterobacter cloacae 

Categoria C 
Causalidade menos 

plausível ou ainda não 
demonstrada 

Staphylococcus aureus 
Bacillus cereus 

Clostridium difficile 
Clostridium perfringens 
Clostridium botulinum 
Listeria monocytogenes 

Fonte: Arsalan et al., 2013a; Arsalan et al., 2013b. 
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             Dentre as bactérias patogênicas mais presentes em fórmulas lácteas 

destacam-se as bactérias da família Enterobacteriaceae. Nas fórmulas lácteas em pó 

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 número de espécies bacterianas 

associadas às fórmulas lácteas em pó, apenas E. sakazakii (Cronobacter spp.) e 

Salmonella enterica, espécies com maior evidências de causalidade, foram 

relacionadas a infecções em lactentes, o que contribuiu para que as autoridades de 

saúde passassem a exigir testes para presença de Samonella spp. em fórmulas 

lácteas infantis (GRIBBLE e HAUSMAN, 2012; MORAES et al., 2015a).  

  A contaminação de FLI por Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) está 

associada a infecções em crianças, tais como meningite, bacteremia, enterocolite 

necrosante e encefalite, especialmente em prematuros (GRIBBLE e HAUSMAN, 

2012). Embora haja diferenças entre a ecologia microbiana de Samonella spp. e 

Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) e  outras enterobactérias, as estratégias de 

redução de risco que visam seu controle também são aplicáveis para os demais 

membros da família Enterobacteriaceae (GRIBBLE e HAUSMAN, 2012). 

            No Brasil a legislação vigente que trata dos Padrões Microbiológicos para 

Alimentos é a Resolução RDC n°12, de 02 de janeiro de 2001/ANVISA, a qual 

determina para a categoria de alimentos “fórmulas infantis”, a detecção 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 condições sanitárias insatisfatórias, e presença de micro-

organismos patogênicos e/ou toxinas são considerados impróprios para o consumo 

humano e representam risco para a saúde pública (ARAÚJO et al., 2008). 

               Em 2015, Moraes verificou a contaminação de fórmulas lácteas infantis e de 

utensílios usados no preparo das mesmas em um lactário hospitalar, encontrando 

cerca de quarenta e cinco isolados bacterianos, sendo a maioria deles pertencentes à 

família Enterobacteriaceae (Figura 1).   
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Figura 1: Porcentagem de espécies bacterianas identificadas, isoladas de utensílios e 
FLI reconstituídas no lactário de um hospital público 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 utensílios 

usados no preparo de fórmulas lácteas infantis, sendo as bactérias do complexo 

Acinetobacter baumannii/calcoaceticus os micro-organismos presentes em maior 

concentração (CHAP et al., 2009; MORAES et al., 2015a). 

 

2.3. Acinetobacter baumannii/calcoaceticus 

 

           Acinetobacter spp. são cocobacilos Gram-negativos que possuem importante 

posição na natureza devido a sua presença em ambientes distintos, como solos, água 

doce, oceanos, sedimentos e locais contaminados. Sua versatilidade metabólica 

permite que espécies deste gênero catabolizem grande variedade de compostos 

naturais, obtendo assim uma participação ativa no ciclo de nutrientes do ecossistema 

(JUNG & PARQUE, 2015; LEE et al., 2017). 

O gênero Acinetobacter pertence à família Moraxellaceae, que também inclui 

os gêneros Moraxella e Psychrobacter. Este gênero compreende mais de 50 espécies 

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



6 

 

johnsonii, A. junii, e A. lwoffii.  A. calcoaceticus, A. baumannii e outras duas espécies. 

A. pittii e A. nosocomialis, estão intimamente relacionadas e são de difícil distinção 

através de propriedades fenotípicas. 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 os membros mais associados a infecções 

hospitalares com alta taxa de mortalidade, devido a seus fatores de virulência, 

principalmente, à multirresistência a antibióticos como os do grupo dos carbapenemas 

(JUNG e PARQUE, 2015; LEE et al., 2017).  O complexo ABC possui importância 

ecológica e clínica, sendo considerado modelo para estudos microbiológicos 

ambientais, testes de patogenicidade e produção industrial de produtos químicos 

(JUNG e PARQUE, 2015; LEE et al., 2017).  

              Apesar de ser considerado um patógeno de baixa relevância, Acinetobacter 

baumannii é responsável por cerca de 20% de infecções em unidades de terapia 

intensiva (UTI), podendo causar infecções na pele, trato urinário e bacteremia. 

Segundo a OMS, A. baumannii é um dos componentes mais perigosos do grupo 

ESKAPE (acrônimo 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 resistências aos antibióticos como, por exemplo, 

degradação enzimática das drogas e bombas de efluxo (LEE et al., 2017).  

                Além da presença em infecções hospitalares, o complexo Acinetobacter 

baumannii/calcoaceticus é considerado um importante contaminante alimentar, sendo 

associado à contaminação de alimentos como maçãs, melões, couves, pimentas e 

tubérculos, como batata, e alguns cereais, incluindo também a presença deste micro-

organismo em alimentos hospitalares, tais como fórmulas lácteas infantis (DOUGHARI 

et al., 2011; MORAES et al., 2015a).   

                Alguns autores sugerem que a ação de enzimas proteolíticas e lipolíticas 

produzidas por Acinetobacter em produtos lácteos contribuem para o sabor, odor e 

textura dos produtos. Entretanto, alguns pesquisadores descrevem esta espécie 

apenas como possível agente patogênico (DOUGHARI et al., 2011; MORAES et al., 

2015a; AMORIM e NASCIMENTO, 2017).  

                 Ao contrário dos patógenos clássicos envolvidos em doenças transmitidas 

por alimentos como Shigella dysenteriae, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica 

e Escherichia coli, o gênero Acinetobacter raramente é associado à doença diarréica, 

uma vez que sua presença, quando detectada no trato gastrointesinal, é geralmente 
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ofuscada por agentes patogênicos mais comuns. Em relação a sua natureza 

competitiva, estudos realizados a partir de amostras comercias de queijo minas frescal 

demostraram que quatro cepas potencialmente patogênicas do complexo ABC são 

capazes de produzir substâncias antimicrobianas ativas contra Escherichia coli e 

Samonella enterica, tornando, assim, relevante os estudos voltados para a presença 

de Acinetobacter em alimentos vegetais e animais, e sua possível utilização como 

agentes com atuação antimicrobiana (AMORIM e NASCIMENTO, 2017).  

  

2.4. SUBSTÂNCIAS ANTIMICROBIANAS 

 

             Várias espécies bacterianas são capazes de degradar componentes do leite, 

afetando o rendimento do produto e contribuindo para a diminuição do seu tempo de 

prateleira. Além de estarem associados à contaminação de produtos lácteos, os micro-

organismos podem ocasionar diversas implicações negativas para a saúde de 

crianças e adultos. A utilização de muitos aditivos químicos nos alimentos também 

vem gerando preocupação devido a toxicidade (YANG et al., 2014; ZHOU et al., 2015). 

              Atualmente a sociedade é mais consciente da importância da segurança 

alimentar e busca, através de recursos naturais, benefícios para a saúde alimentar 

aumentando assim o consumo de alimentos naturais e sem aditivos químicos. No 

entanto, a maioria dos conservantes e antibióticos disponíveis comercialmente são 

produzidos por síntese química e o uso exagerado a longo prazo pode afetar a saúde 

humana (ZHOU et al., 2015).  

              O uso excessivo de antibióticos e as mudanças nas condições ambientais 

permitiram que os micro-organismos evoluíssem sendo capazes de alterar sua 

estrutura celular tornando-se resistentes a diversos antibióticos, além do risco 

eminente de causar doenças infecciosas através da contaminação de alimentos. Além 

disso, o controle sanitário de tais micro-organismos se tornou mais difícil devido a 

multirresistência (MANEGUETTI et al., 2016). 

               Ao contrário dos conservantes e dos antibióticos, a utilização de aditivos 

antagônicos com propriedades antimicrobianas tem se tornado uma potente arma na 

preservação de alimentos. Dentre eles destacam-se as substâncias antimicrobianas 

(SAM) que geralmente são substâncias naturais, semissintética ou sintéticas capazes 

de retardar ou inibir o crescimento e reprodução dos micro-organismos ou até mesmo 

causar a sua morte (ZHOU et al., 2015). 

               Existem muitas substâncias antimicrobianas sendo produzidos por animais, 

plantas, insetos e bactérias como, por exemplo, o peróxido de hidrogênio, os ácidos 

graxos, ácidos orgânicos, antibióticos e as bacteriocinas. As bacteriocinas são 
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peptídeos antimicrobianos ou proteínas produzidas por bactérias consideradas como 

um sistema de defesa bacteriano, pois permitem a redução de seus concorrentes na 

obtenção de nutrientes e espaço vivo nos ambientes (YANG et al., 2014). 

 

2.5. BACTERIOCINAS 

              

               As bacteriocinas são peptídeos ou proteínas antimicrobianas sintetizados nos 

ribossomos das células bacterianas e liberadas para o meio extracelular e que 

possuem ação bactericida ou bacteriostática sobre os micro-organismos (OLIVEIRA et 

al., 2015).  A produção de bacteriocinas envolve a expressão de diferentes genes 

localizados no cromossomo ou em plasmídeos, os quais participam na modificação de 

aminoácidos, exportação e regulação da bacteriocina. As bactérias produtoras de 

bacteriocinas geralmente sintetizam proteínas que lhes conferem imunidade contra 

suas próprias bacteriocinas impedindo que as mesmas sejam ativas dentro da célula 

bacteriana (LAGHA et al., 2017).  

                Embora muitas bacteriocinas tenham um espectro de ação limitado inibindo 

o crescimento de espécies bacterianas semelhantes ou estritamente relacionadas, 

outras, porém apresentam atividade antimicrobiana contra uma ampla gama de 

gêneros bacterianos (LAGHA et al., 2017). A bacteriocina para ser considerada um 

agente antimicrobiano ideal precisa ser potente em baixas concentrações e ser ativa 

contra uma gama de micro-organismos patogênicos e deteriorantes ou ser altamente 

especifica sobre um deles, além de ter efeito benéfico sobre o produto e 

principalmente não apresentar risco ao consumidor. Estes agentes podem ser 

introduzidos em alimentos através da adição de espécies produtoras de bacteriocinas 

ou pela adição 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 produção desses compostos não era restrita ao grupo dos 

coliformes, o pesquisador Jacob e colaboradores propuseram em 1953 o termo 

bacteriocina para as proteínas 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 estão às bactérias 

ácido-láticas, que produzem bacteriocinas diferenciadas por seus espectros de 

atividade, características bioquímicas e determinantes genéticos. As bacteriocinas 
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ácido-láticas são classificadas através da sua estrutura celular, peso molecular, 

estabilidade ao calor e organização molecular em três classes diferentes (BALSIUNAS 

et al., 2013).  

          A primeira classe também conhecida por lantibióticos é composta por pequenos 

peptídeos de 19 a 50 aminoácidos e massa molecular inferior a 5 kDa, os peptídeos 

são lineares ou globulares modificados pós-tradução, contendo lantonina e  β-metil-

lantonina. A segunda classe é composta por peptídeos termoestáveis de 20 a 60 

aminoácidos sem modificação pós-tradução e massa molecular inferior a 10 kDa,  

sendo estes subdivididos em 3 classes IIa, IIb e IIc, sendo a primeira ativa contra a 

Listeria monocytogenes. Por fim, a terceira classe compreende as proteínas grandes e 

termolábeis (YANG et al., 2014; PRUDÊNCIO et al., 2015). Alguns exemplos de 

bacteriocinas estão apresentados na Tabela 2.  

 

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

Fonte: Adaptado de Balsiunas et al., 2013 

             A síntese de bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas 

geralmente envolve quatro genes distintos, sendo o primeiro responsável pela síntese 

do pré-peptídeo ou pré-bacteriocina na forma inativa; o segundo é responsável pela 

síntese de uma proteína de imunidade; o terceiro codifica proteínas do transporte ABC 

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

Classificação Características Subcategorias Exemplos 

Classe I ou 
Lantibióticos 

Peptídeos contendo 
lantionina ou β-metil-

lantionina 

 
Tipo A (Moléculas 

Lineares) 
 

Tipo B (Moléculas 
Globulares) 

 

Nisina, Subtilina, 
Epidermina 

 
Mersacidina 

Classe II 

Classe heterogênea 
de pequenos 

peptídeos 
termoestáveis. 

 
Subclasse IIa 

(bacteriocinas anti-
Listeria tipo pediocina) 

 
Subclasse Ilb (composto 

por dois peptídeos) 
 

Subclasse IIc (outras 
bacteriocinas) 

 

Pediocina, Enterocina, 
Sakacina 

 
Plantaricina, 
F Lactacina 

 
Lactococcina 

Classe III 

 
Peptídeos termolábeis 

extremamente 
sensíveis ao calor e de 

alto peso molecular 
 

- 
Helveticina J,  
Milericina B 
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sua função pouco conhecida, mas estudos indicam que ele codifica uma proteína 

acessória necessária para a exportação da bacteriocina (DRECHSEL et al., 2011; 

YANG et al., 2014).    

             As bacteriocinas são sintetizadas como pré-peptideos ou pré-bacteriocinas 

biologicamente inativos. Estes pré-peptídeos possuem uma sequência guia N-terminal 

de aminoácidos com duas glicinas. Esta sequência tem a função 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 proteínas de 

transporte tipo ABC e a proteína acessória. Este precursor é transportado para a 

superfície celular durante a fase de crescimento exponencial e catalisado na forma 

ativa. O transportador contém uma porção proteolítica N-terminal responsável pela 

clivagem do peptídeo guia, além de uma porção C-terminal responsável pelo 

fornecimento de energia através da hidrolise de ATP. Após o reconhecimento do pré-

peptídeo, a sequência de aminoácidos é removida e a bacteriocina é excretada da 

célula (DRECHSEL et al., 2011; YANG et al., 2014). O sistema de regulação da 

produção de bacteriocinas ocorre através da produção ribossomal de um pré-peptideo 

indutor (fator de ativação) que é clivado e secretado no meio externo pelo 

transportador ABC. Quando este atinge uma certa concentração no meio extracelular, 

a histidina quinase transmembranar (receptora do fator de ativação) é ativada 

fosforilando assim a proteína reguladora de resposta. A proteína reguladora, uma vez 

fosforilada, ativa a transcrição da bacteriocina iniciando assim um feedback positivo. 

Na Figura 2 está a representação da biossíntese e regulação da bacteriocina classe II. 

 

Figura 2: Representação esquemática da biossíntese e regulação da bacteriocina da 

classe II (Adaptado de DRECHSEL et al., 2011). 
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            As bacteriocinas produzidas pelas bactérias Gram-positivas, como os 

lantibióticos, atuam em nível de membrana plasmática. Estas bacteriocinas 

permeabilizam a membrana plasmática por meio da formação de poros, ocasionando 

assim desbalanço iônico (DRECHSEL et al., 2011; YANG et al., 2014). 

             Atualmente, apenas dois tipos de bacteriocinas são utilizados comercialmente 

como conservantes de alimentos, a nisina, produzida pela espécie Lactococcus lactis 

usada comercialmente há 50 anos, e a carnociclina A, uma bacteriocina em formato 

circular produzida pela Carnobacterium maltaromaticum UAL 307, empregada na 

inibição da bactéria Listeria monocytogenes (O’CONNOR et al., 2015). 

             A nisina, por exemplo, é considerada pelo Codex Alimentarius e pela 

Comissão FAO (Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentos) como 

uma substância segura (substances generally recognaized as safe - GRAS) e pode ser 

usada como aditivo alimentar na inibição de Clostridium botulinium no processamento 

do queijo pasteurizado (BALCIUNAS et al., 2013).  

           As bacteriocinas produzidas por bactérias ácido-láticas são tolerantes ao 

estresse térmico e possuem atividade sobre ampla faixa de pH, além de se 

apresentarem como incolores, inodoras e insípidas, o que aumenta sua utilidade 

potencial em alimentos (PEREZ et al., 2014). 

            Uma vez que o uso de antibióticos em alimentos é ilegal, as bacteriocinas se 

tornam um substituto natural. Elas são inativas por enzimas presentes no trato 

gastrointestinal humano, como a tripsina e a pepsina, fazendo com que os fragmentos 

das bacteriocinas não permaneçam por muito tempo no corpo humano e, portanto, 

não alteram a microbiota do trato digestório (BALCIUNAS et al., 2013; PEREZ et al., 

2014). 

             O mecanismo de ação e resistência de antibióticos e bacteriocinas são 

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 

antibióticos em certos casos. Outra vantagem das bacteriocinas em relação aos 

antibióticos convencionais está na toxicidade, uma vez que as bacteriocinas não 

apresentam efeitos tóxicos às células eucariotas. As principais diferenças entre 

bacteriocinas e antibióticos convencionais estão resumidas na Tabela 3 (PEREZ et al., 

2014). 

 

 

 

 



12 

 

Tabela 3: Principais diferenças entre bacteriocinas e antibióticos convencionais. 

Fonte: Adaptado de PEREZ et al., 2014. 

 

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

químicos em alimentos, diminuindo a intensidade das suas técnicas de 

processamento, auxiliando assim na produção de alimentos mais saudáveis e na área 

médica, as bacteriocinas contribuem como uma alternativa viável aos antibióticos 

devido à sua atividade contra patógenos clínicos incluindo micro-organismos 

resistentes e multirresistentes a antibióticos (MDR)  (ABBASILIASI et al., 2012; PEREZ 

et al., 2014). 

 

 

 

 

 

Característica Bacteriocinas Antibióticos 

Aplicação Alimentos/Clínica Clínica 

Síntese Ribossomal Metabólito Secundário 

Espectros de 

Bioatividade 
Estreito Amplo 

Intensidade da 

Bioatividade 

Ativo na escala nanomolar a 

micromolar 

Ativo na faixa de micromolar a 

milimolar 

Degradação a enzima 

proteolítica 
Alto Baixo 

Estabilidade Térmica Alta Baixa 

Faixa de pH Ampla Atividade Atividade Restrita  

Possível mecanismo de 

resistência ao 

desenvolvimento das 

células alvo 

Adaptação através de mudanças 

na composição da membrana 

celular 

Determinante geneticamente 

transferível que inativa o 

composto ativo 

Modo de ação 

Adaptação através de mudanças 

na composição da membrana 

celular 

Membrana celular ou alvos 

intercelulares 

 

Toxicidade para células 

eucarióticas 
Relativamente não Sim 
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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 já caracterizadas é produzida por espécies Gram-

positivas. Um banco de dados sobre bacteriocina (BACTIBASE) contém 177 

sequências de peptídicas, das quais 156 são 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 níveis de produção 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 são as bacteriocinas Gram-

negativas mais amplamente estudadas e servem de modelo na investigação dos 

mecanismos de estrutura, função, organização genética e evolução de outras 

bacteriocinas (GILLOR et al., 2009).  As colicinas são proteínas antibacterianas 

capazes de matar ou inibir o crescimento de bactérias relacionadas filogeneticamente 

com a espécie produtora Escherichia coli e o gênero Salmonella (DIMOV et al., 2005; 

DRECHSEL et al., 2011; YANG et al., 2014).  

               Normalmente os genes das colicinas são localizados em plasmídeos e seu 

espectro de ação é limitado a cepas bacterianas sensíveis que possuem proteínas 

específicas no receptor da membrana externa. As colicinas se ligam aos receptores 

bacterianos cuja função primária é muitas vezes facilitar a absorção de nutrientes e 

depois são translocadas para a superfície externa da membrana citoplasmática 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 síntese de peptideoglicanos (DIMOV et al., 2005; DRECHSEL et 

al., 2011; YANG et al., 2014). 

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

(I)      Anexação da molécula de colicina a receptor específico na membrana 

celular externa;  

(II) Translocação através da membrana;  

(III) Interação letal com uma molécula alvo especifica ou com alguma estrutura 

dentro da célula bacteriana.  
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            As diferenças entre todos os tipos de colicinas estão nestas três etapas 

básicas. Para evitar os danos causados pelas colicinas produzidas, a espécie 

produtora consegue sintetizar simultaneamente proteínas 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 

semelhanças com as bacteriocinas Gram-positivas, tais como a termosensibilidade, 

resistência a algumas proteases, hidrofobicidade relativa e resistência ao pH extremo 

(GILLOR et al., 2009). Os mecanismos de ação das microcinas são diversos, incluindo 

a formação de poros na membrana, atividade de nuclease e inibição da síntese 

protéica ou replicação do DNA (YANG et al., 2014). 

              Em relação a sua ação contra os micro-organismos, as bacteriocinas 

apresentam melhor eficácia na inibição de bactérias Gram-positivas do que em 

bactérias Gram-negativas, o que ocorre devido à composição da membrana externa 

destes micro-organismos, que atua como uma barreira efetiva. No entanto, 

experimentos já 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; 

PRUDÊNCIO et al., 2015).  

              Alguns agentes infecciosos Gram-negativos como Aeromonas, Escherichia, 

Salmonella, Yersinia e Pseudomonas são dificilmente inibidos por bacteriocinas Gram-

positivas, podendo, inclusive, carrear genes de resistência a antibióticos, tornando o 

tratamento, nestes casos, ainda mais difícil (FLEMING et al., 2011; FLEMING, 

NASCIMENTO & BOLZAN, 2010). As bactérias Gram-negativas que colonizam os 

alimentos são de extrema importância 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 utilização de peptídeos 

antimicrobianos na inibição de micro-organismos patogênicos alimentares. 

 

2.6 BACTERIOCINAS E SUAS POTENCIAIS APLICAÇÕES 

 

            Devido à ampla diversidade de bacteriocinas, que se diferenciam por sua 

origem, produção e mecanismo de ação, a classificação desse grupo de substâncias 

acaba ocorrendo de forma autônoma. Alguns pesquisadores preferem separar as 

bacteriocinas em “bacteriocinas verdadeiras” como as colicinas e em bacteriocinas 
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semelhantes às colicinas, também conhecidas como “substâncias inibitórias do tipo 

bacteriocina” ou BLIS (bacteriocin-like inhibitory substance) (CHIKINDAS et al., 2017).  

           As bacteriocinas possuem como função primária o controle de bactérias 

concorrentes na busca de nutrientes e de espaço em um nicho biológico (EGAN et al., 

2016; CHIKINDAS et al., 2017). Quando utilizada em grandes concentrações, algumas 

bacteriocinas apresentam uma variedade de funções das quais sua atividade 

antimicrobiana é a mais estudada (CHIKINDAS et al., 2017). 

           Embora a aplicação primária das bacteriocinas tenha sido inicialmente voltada 

para a preservação de alimentos, com o aumento na resistência aos antibióticos 

convencionais houve um crescimento nas aplicações de bacteriocinas em produtos de 

saúde. Desta forma, as bacteriocinas ganharam novas aplicabilidades além da 

preservação de alimentos, como seu uso na inibição de patógenos causadores de 

doenças em animais, na indústria farmacêutica e bem como no tratamento de doenças 

em humanos (YANG et al., 2014; CHIKINDAS et al., 2017).       

           Na indústria alimentar as bacteriocinas isoladas ou em combinação com outros 

métodos de preservação têm um enorme potencial na biopreservação de alimentos. A 

adição de bacteriocinas em alimentos já ocorre naturalmente e legalmente como é o 

caso da nisina, considerada como uma substância segura pela FAO, sendo a primeira 

bacteriocina usada na conservação de alimentos (LAGHA et al., 2017). As 

bacteriocinas podem ser adicionadas aos alimentos de três formas: 

• Pela inoculaçao de alimentos com estirpe produtora de bacteriocina; 

• Pela adição de bacteriocinas purificadas ou semi-purificadas como 

conservantes; 

• Através do uso de um produto previamente fermentado com uma estirpe 

produtora de bacteriocina como ingrediente no processamento de alimentos. 

            Na Figura 3, estão apresentados alguns exemplos da aplicação de 

bacteriocinas em alimentos. 
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Figura 3: Bacteriocinas: do uso simples às aplicações específicas. 1 -  Leite ou outro 
fermentado contendo bacteriocina; 2 - Cultura microbiana produtora de bacteriocina; 3 
- bacteriocina parcialmente purificada; 4 - Cultura probiótica produtora de bacteriocina; 
5 - Ação sinérgica entre bacteriocina e antimicrobianos naturais; 6 - Implementação de 
sistemas de entrega controlada para maior estabilidade e eficácia de bacteriocinas 
(Adaptado de CHIKINDAS et al., 2017). 
 

             Embora a aplicação das bacteriocinas em sua forma purificada seja a 

abordagem mais comumente utilizada na conservação de alimentos, a inoculação de 

bactérias ácido-lácticas produtoras de bacteriocinas também se mostrou eficaz no 

sistema alimentar (PEREZ et al., 2014). Em estudos realizados com Nham (uma 

linguiça 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 linguiça. A pediocina PA-I/AcH também mostrou ser efetiva no controle 

do crescimento de L. monocytogenes quando incoporada à biocomposição de 

embalagens usadas em carne (PEREZ et al., 2014).   

           Em produtos lácteos normalmente associados a contaminação de micro-

organismos patogênicos, houve um aumento no uso das bacteriocinas com intuito de 

inibir o crescimento destes patógenos.  Em pesquisas realizadas com a nisina e 

pediocina, foi demonstrada a ação efetiva dessas bacteriocinas na inibição e na 

redução das contagens de micro-organismos como a bactéria L. monocytogenes em 

produtos lácteos, principamente em queijos pasteurizados. Estes dados configuram 

uma importante alternativa de controle, uma vez que esse patógeno apresenta 

resistência a antibióticos e está, geralmente, associado à contaminação de produtos 

alimentícios refrigerados prontos para consumo (PEREZ et al., 2014; LAGHA et 

al.,2017,). 

Flocos 
Funcionais 
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             Na indústria farmacêutica o potencial clínico das bacteriocinas vem ganhando 

destaque devido a inúmeras pesquisas realizadas sobre a atividade de algumas 

bacteriocinas contra patógenos Gram-positivos e Gram-negativos em humanos e 

animais, incluíndo agentes patogênicos multirresistentes a antibióticos como 

Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA) e Enterococcus faecalis 

resistentes à 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 antibióticos (MDRE), sendo eles Enterococcus faecalis e 

Enterococcus faecium associados a infecções hospitalares do trato urinário, 

pneumonia, endocardite, bacteremia e meningite.  Neste estudo, a estirpe E. faecalis 

478 isolada de fezes humanas produziu atividade antimicrobiana contra várias estirpes 

MDRE e VRE, sendo a produção da bacteriocina em caldo De Man, Rogosa e Sharpe 

(MRS) a 37° C em pH entre 5 e 6 consideradas as melhores condições para sua 

produção (PHUMINSANTIPHONG et al., 2017). 

              A utilização de bacteriocinas em tratamentos terapêuticos também vem sendo  

realizada na terapia do câncer, onde estudos indicaram que as bacteriocinas 

demonstram atividade contra células tumorais. A colicina A e E1 que atuam na 

formação de poros na membrana celular conseguem inibir o crescimento de uma linha 

de fibroblasto padrão humano MRC5 e onze linhas de células tumorais humanas, 

sendo consideradas possíveis candidatas a fármacos antitumorais (CHUMCHALOVÁ 

e SMARDA, 2003; YANG et al.,2014).   

              Com o aumento nos estudos sobre as bacteriocinas em alimentos e na  

clínica, algumas pesquisas relataram o efeito destas bacteriocinas em conjunto com 

outra substâncias antimicrobianas naturais, como óleos essenciais e antibióticos. Em 

2008, Sivarooban e colaboradores determinaram o efeito sinérgico da nisina (quando 

em combinação com os compostos fenólicos extraídos do chá verde) e da semente de 

uva, mostrando serem efetivos contra a bactéria L. monocytogenes, resultando em 

dano celular e diminuição nos níveis bacterianos (SIVAROOBAN et al., 2008; 

MATHUR et al., 2017).  

              Outra opção possível foi a combinação sinérgica entre bacteriocinas e 

antibióticos. Estudos realizados por Naghmouchi e colaboradores em 2012 

determinaram o efeito sinérgico de bacteriocinas e antibióticos em cepas sensíveis e 

resistentes. Observaram assim seus efeitos contra a bactéria Pseudomonas 

fluorescens em 90% das combinações entre bacteriocinas ácido-láticas da classe I e 

subclasse IIa com antibióticos e cerca de 60% de combinações entre colicinas e 

antibióticos. Esta combinação sinérgica entre antibióticos e peptídeos antimicrobianos 
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pode ser usada na redução do uso de antibióticos, auxiliando também na prevenção 

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 patógenos alimentares (Estudos realizados no IFRJ) 

 

             Em um trabalho realizado por Fleming e colaboradores com amostras de 

saladas, queijo e produtos cárneos 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 à produção de substâncias antimicrobianas onde duas estirpes (4,5%) 

Klebsiella ozaenae e Raoultella terrigena mostraram-se efetivas na inibição de 

patógenos alimentares como a Escherichia coli e Salmonella, além das bactérias 

Bacillus subtilis e Staphylococcus xylosus ((FLEMING et al., 2010).   

              As substâncias antimicrobianas produzidas por K. ozaenae foram sensíveis 

as três enzimas proteolíticas utilizadas, enquanto a produzida por R. terrigena foi 

sensível a apenas duas das enzimas testadas, sugerindo assim que estas substâncias 

possam ser bacteriocinas típicas (FLEMING et al., 2010). Em continuidade a este 

trabalho nosso grupo verificou as melhores condições para a produção da klebicina K 

e da raoultelina L, uma vez que estudos relataram que a produção de bacteriocinas é 

dependente das condições de cultura, como composição do meio, pH, temperatura e 

atmosfera. Os resultados mostraram que a produção da klebicin K e da raoultelina L 

foi estável em relação aos fatores ambientais mais comuns testados, sendo estes 

dados importantes para a avaliação do potencial dessas SAM, bem como constituíram 

o primeiro passo para a sua purificação (FLEMING et al., 2011). 

               Em 2013, nosso grupo realizou experimentos com a bacteriocina EC2, 

produzida por Escherichia coli, e sua interferência no crescimento de patógenos em 

matriz de leite, mostrando que seus espectros de ação foram diversificados, embora 

tenha exercido ação principalmente contra a espécie E. coli, incluindo estirpes 

resistentes a antibióticos. A SAM EC2 foi sensível a todas as três enzimas proteolíticas 

testadas neste estudo, indicando a sua natureza protéica, o que a caracteriza como 

uma bacteriocina típica. 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 

aplicação no controle de Salmonella em alimentos (LOPES et al., 2013). 
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               Em 2015 nosso grupo verificou a resistência a antibióticos e a produção de 

substâncias antimicrobianas de quinze isolados bacterianos Gram-negativos advindos 

de amostras de queijo minas frescal. Segundo os resultados, os quinze isolados, 

sendo três representantes do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus, foram 

capazes de produzir substâncias antimicrobianas contra Escherichia coli e Salmonella 

entérica. Este foi o primeiro relato sobre a produção de SAM por este grupo 

bacteriano, o que demonstra que as substâncias antimicrobianas produzidas por 

bactérias patogênicas podem ter aplicações contra outros agentes patogênicos 

transmitidos por alimentos (DAMACENO et al., 2015).              

             Devido a este fato, surge a importância do estudo de substâncias 

antimicrobianas produzidas por bactérias Gram-negativas que sejam ativas contra 

micro-organismos patogênicos alimentares. Neste contexto, o complexo Acinetobacter 

baumanni/calcoaceticus se destaca devido sua concentração em fórmulas lácteas 

infantis ser maior quando comparada a de patógenos clássicos normalmente 

encontrados em tais alimentos, o que sugere que este complexo microbiano seja 

capaz de produzir substâncias antimicrobianas importantes para a inibição de 

patógenos bacterianos alimentares. 
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3. JUSTIFICATIVA  

 

              A alimentação apropriada para crianças 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 única fonte alimentar, pois sozinho é capaz de 

nutrir e auxiliar na proteção contra doenças. Entretanto, por diversos motivos como 

doenças, cirurgias mamárias, entre outros, a prática da amamentação se torna 

inviável. Neste caso, é usado como alimento e suplementação alimentar as fórmulas 

lácteas infantis (SILVA et al., 2010).    

              Segundo pesquisadores a fabricação comercial de fórmulas lácteas infantis 

estéreis nem sempre é possível de ser realizada usando a metodologia de 

processamento manual. Com isso, o risco eminente de contaminação destes 

alimentos pode causar infecções em crianças e recém-nascidos através do consumo 

dos mesmos (ARSALAN et al., 2013a).   

               Em trabalhos realizados anteriormente por nosso grupo, visando a detecção 

de Salmonella sp. em FLI e utensílios utilizados em seu preparo, oriundos de um 

hospital municipal do Rio de Janeiro, outros patógenos Gram-negativos, diferentes de 

Salmonella, foram encontrados, sendo muitos deles, resistentes e multirresistentes a 

antibióticos (MORAES et al., 2015a; ARAÚJO et al., 2015; MORAES et al., 2015b). 

Dada a importância da contaminação de FLI e de utensílios por tais patógenos, tornou-

se necessário o desenvolvimento de pesquisas que busquem alternativas para a 

redução ou eliminação dessa contaminação. 

Uma dessas alternativas poderia ser a utilização de SAM naturais. Portanto, 

neste estudo, tem por finalidade à detecção e a caracterização de SAM produzidas por 

bactérias Gram-negativas isoladas de FLI e de utensílios usados em seu preparo e 

distribuição, a fim de identificar alguma SAM que possa ter potencial de aplicação na 

conservação e/ou prevenção da contaminação de alimentos. 
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4. OBJETIVOS 

4.1. OBJETIVO GERAL 

Investigar a produção de substâncias antimicrobianas por bactérias Gram-

negativas associadas a fórmulas lácteas infantis e utensílios provenientes de um 

hospital municipal do Rio de Janeiro. 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Investigar a produção de substâncias antimicrobianas por isolados Gram-

negativos obtidos a partir de FLI e de utensílios utilizados em seu preparo, 

distribuição e armazenamento; 

 
• Verificar o potencial de ação das substâncias antimicrobianas contra diferentes 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas de referência;  

 

• Determinar o potencial de ação das substâncias antimicrobianas que se 

mostrarem promissoras contra diferentes patógenos alimentares e contra 

estirpes do complexo ABC, Enterobacter sp. e Shigella dysenteriae resistentes 

e multirresistentes a antibióticos (MDR) isolados de alimentos lácteos; 

 

• Analisar as características bioquímicas das substâncias antimicrobianas 

selecionadas; 

 

• Avaliar as melhores condições de crescimento para a produção das 

substâncias antimicrobianas pelas bactérias produtoras; 

 

• Obter uma preparação ativa das substâncias antimicrobianas promissoras 

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

 

5.1. ISOLADOS BACTERIANOS E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 

Quarenta e cinco isolados bacterianos Gram-negativos obtidos em um trabalho 

anterior (MORAES, 2015), a partir de fórmulas lácteas infantis reconstituídas e de 

superfícies e utensílios utilizados em seu preparo, armazenamento e/ou distribuição 

em um hospital público do Rio de Janeiro, foram utilizados como produtoras nos testes 

para investigação da produção de SAM (Tabela 4). 

Outras bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, incluindo potenciais 

patógenos associados a doenças transmitidas por alimentos, foram empregadas como 

indicadoras da produção de SAM e estão 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 utensílios utilizados em 

seu preparo e distribuição, e vinte e seis isolados (20 do gênero Enterobacter, 4 do 

complexo ABC, 1 E. coli e 1 Klebsiella oxytoca) oriundos de produtos lácteos 

comercializados, como queijos e leites. 

 Todos os micro-organismos foram cultivados em caldo Casoy (Himedia, São 

Paulo, Brasil) a 37° C por 18 h. Quando necessário, o meio foi suplementado com ágar 

1,5% ou 0.6 % (ágar sólido e semissólido, respectivamente). Os estoques das culturas 

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

 

5.2. AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE SAM PELAS ESTIRPES ISOLADAS  

 

              Este método foi realizado conforme descrito por Nascimento (2004), com 

algumas modificações. As 45 estirpes bacterianas foram crescidas em meio ágar 

Casoy a 37°C por 18 h. Após a incubação, as culturas foram inoculadas sob a forma 

de pontos na superfície do meio. Após incubação por 18 h a 37ºC, as bactérias foram 

mortas por exposição a vapores de clorofórmio por 30 min e, após a evaporação 

deste, foram vertidos 10 mL de meio Casoy semissólido acrescido de alíquotas 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 

37ºC por 18 h e a produção de substância antimicrobiana (SAM) foi indicada pelas 

zonas de inibição 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 investigação da 

produção de SAM 

Isolados Fonte 
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus 

JE2 Jarra de preparo 
JE3 Jarra de preparo 
JE4 Jarra de preparo 
JE5 Jarra de preparo 
JE6 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 
MR1 Mamadeira 
AE1 Fórmula láctea reconstituída 
PR1 Fórmula láctea reconstituída 
PR2 Fórmula láctea reconstituída 

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 
BIE5 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 
ALE2 Fórmula láctea reconstituída 

Proteus mirabilis 
ALE2 Fórmula láctea reconstituída 

Ochrobacterium anthropi 
ALR1 Fórmula láctea reconstituída 

Chromobacterium violaceum 
BIE4 Bico de mamadeira 
PR3 Fórmula láctea reconstituída 

Fonte: Moraes (2015), Araújo e colaboradores (2015). 
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Tabela 5: Estirpes bacterianas utilizadas como indicadoras da produção de SAM 

 
Estirpe 

Características 
relevantes para 
este trabalho 

Referência 

Estirpes de 
referência 

Bacillus cereus LMIFRJ - LMIFRJ 
Escherichia coli ATCC25922 - ATCC 
E. coli LMIFRJ - LMIFRJ 
Klebsiella pneumoniae ATCC4352 - ATCC 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - ATC 
P. fluorescens ATCC13525 - ATCC 
Proteus mirabilis - LMIFRJ 
P. vulgaris - LMIFRJ 
Salmonella enterica sorotipo Typhi ATCC19214 - ATCC 
Serratia marcescens - LMIFRJ 
Staphylococcus aureus ATCC12600 - ATCC 
S. aureus ATCC25923 - ATCC 

Isolados de 
FLI e 

utensílios 
utilizados 
em seu 

preparo e 
distribuição 

A. baumannii/calcoaceticus JE2 MDR Araújo et al., (2015) 
A. baumannii/calcoaceticus JE3 MDR Araújo et al., (2015) 
A. baumannii/calcoaceticus JE4 MDR Araújo et al., (2015) 
A. baumannii/calcoaceticus JE5 MDR Araújo et al., (2015) 
A. baumannii/calcoaceticus JE8 MDR Araújo et al., (2015) 
A. baumannii/calcoaceticus JR1 MDR Araújo et al., (2015) 
A. baumannii/calcoaceticus JR2 MDR Araújo et al., (2015) 
A. baumannii/calcoaceticus JR3 MDR Araújo et al., (2015) 
A. baumannii/calcoaceticus JR4 MDR Araújo et al., (2015) 
A. baumannii/calcoaceticus JR6 MDR Araújo et al., (2015) 
A. baumannii/calcoaceticus ME2 MDR Araújo et al., (2015) 
A. baumannii/calcoaceticus MR1 MDR Araújo et al., (2015) 
A. baumannii/calcoaceticus AE1 MDR Araújo et al., (2015) 
A. baumannii/calcoaceticus PR1 Não-MDR Araújo et al., (2015) 
A. baumannii/calcoaceticus PR2 
Shigella dysenteriae ME1 
Shigella dysenteriae ME3 
Shigella dysenteriae ME4 
Shigella dysenteriae ME5 
Shigella dysenteriae BIR3 

Não-MDR 
MDR 
MDR 
MDR 
MDR 

Não-MDR 

Araújo et al., (2015) 
Moraes et al., (2015) 
Moraes et al., (2015) 
Moraes et al., (2015) 
Moraes et al., (2015) 
Moraes et al., (2015) 

Isolados de 
produtos 
lácteos 

comercializa
dos 

Complexo Enterobacter cloacae Q1C2 MDR Amorim et al., (2016) 
Complexo Enterobacter cloacae Q1C3 Não-MDR Amorim et al., (2016) 
Complexo Enterobacter cloacae Q1L2 MDR Amorim et al., (2016) 
Complexo Enterobacter cloacae Q1R1 Não-MDR Amorim et al., (2016) 
Complexo Enterobacter cloacae Q1R2 Não-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 Não-MDR Amorim et al., (2016) 
Complexo Enterobacter cloacae Q2R3 MDR Amorim et al., (2016) 
Complexo Enterobacter cloacae Q11 Não-MDR Amorim et al., (2016) 
Complexo Enterobacter cloacae Q12 Não-MDR Amorim et al., (2016) 
Complexo Enterobacter cloacae Q15 Não-MDR Amorim et al., (2016) 
Complexo Enterobacter cloacae Q16 Não-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 não publicados 
A. baumannii/calcoaceticus V2.14 MDR Dados ainda não publicados 
A. baumannii/calcoaceticus V1.17 MDR Dados ainda não publicados 
A. baumannii/calcoaceticus V1.23 MDR Dados ainda não publicados  
Enterobacter cloacae V1.9 MDR Dados ainda não publicados 
Enterobacter sakazakii V1.15 MDR Dados ainda não publicados 
Escherichia coli V1.4 MDR Dados ainda não publicados 
Klebsiella oxytoca V1.27 MDR Dados ainda não publicados 

ATCC, American Type Culture Collection; FLI, fórmulas lácteas infantis; LMIFRJ, Coleção do Laboratório 

de Microbiologia do IFRJ; MDR, multidrug resistant (multirresistente a drogas); não-MDR, isolados que 

expressam resistência a alguns antibióticos, porém, não são multirresistentes. 
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Figura 4: Esquema dos procedimentos realizados para a detecção da produção de 

substâncias antimicrobianas. 

 

             Apenas os isolados que se mostraram mais promissores, inibindo o maior 

número de estirpes indicadoras ou apresentando os maiores halos de inibição, foram 

submetidos aos experimentos subsequentes. 

 

 

5.3. TESTE DE SENSIBILIDADE DAS SAM ÀS ENZIMAS PROTEOLÍTICAS E AO 

NaOH 

 

              Os testes para verificação da sensibilidade das SAM às enzimas proteolíticas 

e ao NaOH foram realizados de forma semelhante ao teste de produção de SAM, 

descrito no item 5.2.  

As estirpes a serem testadas foram crescidas em forma de ponto, em 

quadruplicata, em meio ágar Casoy. Após o tratamento com vapores de clorofórmio, 

ao redor de cada crescimento, foram distribuídos 50 µL de NaOH a 0,2 N, 50 µL de 

tripsina (mg/mL-1) e 50 µL de protease (mg/mL-1). Um dos pontos foi utilizado como 

controle (sem tratamento). Posteriormente à incubação por 4 h a 37°C, foram vertidos 

sobre as placas 10 mL de meio Casoy semissólido 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 não observação de halo em torno do crescimento, onde foi adicionado o 

NaOH, indica a natureza ácida da substância produzida, enquanto que ausência de 
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halo de inibição em torno do crescimento, onde foram aplicadas as enzimas 

proteolíticas, sugere a natureza protéica da substância. Caso ocorresse a formação de 

halo em contato com as enzimas proteolíticas, a substância foi classificada como BLIS 

(bacteriocin-like inhibitory substance), uma substância inibitória do tipo bacteriocina.  

 

5.4. INFLUÊNCIAS DAS CONDIÇÕES DE CRESCIMENTO NA PRODUÇÃO DE 

SAM. 

  

Por apresentar o maior potencial de aplicação (expressando os maiores halos 

de inibição, inibindo o maior número de indicadoras e apresentando os resultados 

mais reprodutíveis), apenas o isolado JE6 foi utilizado neste e nos demais 

experimentos subsequentes. 

           A influência das condições de crescimento na produção 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 produção de SAM fosse maior, os seguintes 

meios de cultura foram empregados: BHI (Brain heart infusion) (Merck), Muller-Hinton 

(Himedia), ágar Nutriente (Himedia), e ágar Casoy (Himedia).   

A influência do pH inicial, da temperatura de crescimento e da presença de 

diferentes concentrações de NaCl na produção 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 produção da SAM, determinado anteriormente, e cujo pH foi 

ajustado para 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0, com NaOH 1N ou HCl 1N.  

O efeito da temperatura foi analisado por incubação da estirpe produtora à 

temperatura ambiente de 27ºC, à 37° e à 42°C. E para a determinação da influência 

do NaCl, a estirpe produtora foi crescida em meio de cultura contendo adições de 

NaCl nas concentrações de 0; 1,0; 2,0 e 3,0 % (p/v).  

Para verificar a influência das condições de aeração, a cultura produtora foi 

inoculada a 37°C em anaerobiose. A atmosfera anaeróbica foi criada utilizando o 

sistema de geração de atmosfera AnaeroGen (Oxoid). A produção 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 

condições de crescimento para a produção de substâncias antimicrobianas. 

 

5.5. AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE DE INIBIÇÃO DE ESTIRPES RESISTENTES E 

MULTIRRESISTENTES A ANTIBIÓTICOS (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 

antibióticos apresentados na Tabela 4. 

 

5.6. OBTENÇÃO DA SAM JE6 A PARTIR DO SOBRENADANTE DA CULTURA 

PRODUTORA 

 

5.6.1. Obtenção direta a partir do sobrenadante 

            O isolado JE6 foi inoculado em 10 ml de Caldo Casoy em tubo falcon, por 18 h 

a 37°C. Posteriormente, foi realizada a centrifugação (CentriBio) por 10 min a 4.000 

rpm. O sobrenadante foi coletado para um novo tubo e filtrado em membranas 

Millipore® com poros de 45µm. Em placas com ágar Casoy foram vertidos 10 mL de 

meio Casoy semissólido acrescidos de alíquotas 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 à solidificação do meio semissólido, foram aplicados 

sobre a indicadora 50 µL do sobrenadante filtrado e as placas foram incubadas por 

18h a 37°C. 
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5.6.2. Obtenção a partir da combinação de meio liquido com meio semissólido 

            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 semissólido fundido e resfriado a aproximadamente 40ºC. Após solidificação do 

meio foram acrescentados 20 mL de caldo casoy e o erlenmeyer foi incubado por 18 h 

a 37°C. Após a incubação, o caldo casoy com crescimento bacteriano foi retirado do 

erlenmeyer e adicionado a um tubo falcon de 15 mL estéril, que foi à centrifugação 

(CentriBio) por 10 min a 4.000 rpm. O sobrenadante foi coletado para um novo tubo e 

filtrado em membranas Millipore® com poros de 45µm. Em placas de ágar Casoy 

foram vertidos 10 mL de meio Casoy semissólido acrescidos de alíquotas de 1,0 mL 

de 3 estirpes indicadoras mais sensíveis (B. cereus, P. vulgaris e S. enterica, 

previamente crescidas por 18 h a 37°C, em 10 mL de caldo Casoy).  Posteriormente à 

solidificação do semissólido, foram aplicados sobre a indicadora 50 µL do 

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

     

 

5.8.  ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

       Os parâmetros estudados foram analisados através do teste “One-way Anova”. A 

análise estatística foi realizada com o software “GraphPad Prism” versão 5.00 para 

Windows (GraphPad Software, San Diego California, USA). Para todos os testes, 

adotou-se o nível de significância de 95% (P < 0,05). 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1.  PRODUÇÃO DE SUBSTÂNCIAS ANTIMICROBIANAS 

          O uso contínuo de antibióticos na agricultura contribuiu para o aumento de 

bactérias patogênicas resistentes aos medicamentos, dificultando ainda mais o 

controle destes contaminantes alimentares. Atualmente há uma busca crescente por 

agentes alternativos, como as substâncias antimicrobianas naturais produzidas por 

bactérias, que possam auxiliar no controle e inibição do crescimento destes patógenos 

alimentares (LAGHA et al., 2017).   

Neste trabalho, dos 45 isolados de utensílios de láctario avaliados, 31 (68%) 

foram capazes de produzir algum tipo de substância 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 patógenos 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 inibição de P. vulgaris e B. cereus pelo 

isolado JE6 estão apresentados na Figura 6. 

O espectro de ação dos isolados produtores de SAM mostrou-se extremamente 

relevante para a indústria alimentícia porque B. cereus e Salmonella spp. estão no 

grupo das bactérias mais associadas a doenças transmitidas por alimentos no Brasil 

(SVS, 2016). Vale ressaltar, ainda, que a Salmonella é um dos principais patógenos 

alimentares responsáveis por mais de um milhão de casos de doenças transmitidas 

por alimentos anualmente nos Estados Unidos devido a sua constante contaminação 

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

 

Tabela 6: Produção de SAM por bactérias Gram-negativas isoladas de utensílios 

usados no preparo de fórmulas lácteas infantis.  

Identificação das 
produtoras 

Origem Isolados Indicadoras inibidas 

Complexo Acinetobacter 
baumannii/calcoaceticus 

Jarros de preparo de 
FLI previamente 
lavados em água 

corrente 

JE3 Proteus mirabilis 

JE4 Bacillus cereus 

JE6 

Bacillus cereus 
Salmonella enterica 
Proteus vulgaris 

Klebsiella pneumoniae 

Enterobacter cloacae 
Mamadeira MR1 Bacillus cereus 

Bico de Mamadeira BIE1 Klebsiella pneumoniae 

 

IV  
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Figura 6: Produção de SAM pelo isolado JE6 contra (A) Salmonella Typhi e (B) B. 

cereus.   

Além da inibição 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 resistência a antibióticos, tornando o tratamento 

nestes casos mais difícil. Estes agentes raramente são inibidos por bacteriocinas 

produzidas por bactérias Gram-positivas (FLEMING et al., 2010; DAMACENO et al., 

2015).  

Três dos cinco isolados mais promissores pertencem ao complexo 

Acinetobacter baumannii/calcoaceticus. Este resultado não é 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 substâncias 

antimicrobianas ativas contra Salmonella enterica e Escherichia coli (DAMACENO et 

al., 2015). 

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

os melhores resultados quanto à inibição de diferentes indicadoras, e por este motivo 

ele foi selecionado para os testes subsequentes. 

 

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

 

As bacteriocinas são substâncias de natureza protéica, geralmente sensíveis a 

pelo menos uma enzima proteolítica (ABBASILIASI et al., 2012). Os ensaios 

realizados com as enzimas proteolíticas (protease e tripsina) para verificar se a SAM 

produzida pela estirpe JE6 possui natureza proteica indicaram que, independente da 

indicadora utilizada, não houve inibição da SAM pelo NaOH ou pelas enzimas 

protease e tripsina (Figura 7). 

 

 

A B 



31 

 

 

Figura 7: Sensibilidade a enzimas proteolíticas 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 não foi afetada 

pelo NaOH,  é possível afirmar que a mesma não está associada a produção de 

ácidos pela bactéria produtora. No entanto, o fato da SAM produzida não ter sido 

afetada pelas enzimas proteolíticas testadas sugere que a SAM não seja uma 

bacteriocina típica. Contudo, uma vez que existem bacteriocinas atípicas resistentes a 

enzimas proteolíticas, essa possibilidade não pode ser descartada, sendo assim a 

SAM produzida pelo isolado JE6 será tratada, então, como uma BLIS (“bacteriocin-like 

inhibitory substance” – substância inibitória do tipo bacteriocina).  

A resistência de substâncias antimicrobianas a enzimas proteolíticas não é 

incomum. Estudos realizados com SAM produzidas por espécies de Bacillus 

demonstraram que estas são insensíveis a enzimas como proteinase K e tripsina.  

Esta estabilidade na presença de enzimas proteolíticas pode ocorrer devido a 

aminoácidos incomuns presentes na estrutura das bacteriocinas ou peptídeos cíclicos 

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 à temperatura, e quando tratada com enzimas proteolíticas como proteinase 

K, tripsina, quimiotripsina e pepsina, não foi observada redução no efeito 

C 

B 

A 

C 

D 

B 
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antimicrobiano, também sendo considerada, portanto, resistente às enzimas 

proteolíticas (SINGH et al., 2012). 

 

6.3. OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE SAM PELA ESTIRPE JE6 

 

 A produção de substâncias antimicrobianas pode ser favorecida por alguns 

fatores, tais como temperatura, pH e tempo de incubação. As condições ótimas de 

crescimento são determinadas de acordo com o micro-organismo produtor. Para a 

determinação das melhores condições para a produção de SAM pela estirpe JE6, 

quatro meios de cultura foram comparados (Tabela 7). Os meios Müller-Hinton e ágar 

nutriente não permitiram a produção da SAM pela estirpe JE6 quando foram utilizadas 

as indicadoras S. enterica e P. vulgaris. Entretanto, houve inibição 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 produção de mais de uma substância antimicrobiana por uma única estirpe já 

foi relatado em bactérias ácido-láticas isoladas de cevada maltada, onde a espécie 

Lactobacillus sakei foi capaz de produzir duas novas bacteriocinas denominadas 

sakacina 5X e sakacina 5T. O espectro inibitório de cada bacteriocina purificada foi 

analisado e demonstrou que a sakacina 5X era capaz de inibir a maior variedade de 

micro-organismos responsáveis pela degradação de cerveja (VAUGHAN  et al., 2001). 

Nenhuma diferença significativa (p > 0.05) nos halos de inibição foi detectada 

entre os meios BHI  e Casoy. Entretanto, visivelmente, a estirpe JE6 produziu halos 

maiores e mais límpidos no meio Casoy, que foi selecionado então como o meio de 

cultura a ser utilizado nos experimentos subsequentes.  

Em relação à temperatura de incubação da estirpe produtora, a SAM JE6 foi 

produzida tanto à temperatura ambiente, quanto a 37°C e a 42°C, quando a indicadora 

utilizada para sua detecção foi B. cereus, sendo a produção a 37°C discretamente 

maior. No entanto, para S. enterica e P vulgaris, só foi detectada a produção de SAM a 

37°C, o que é mais um indício de que mais de um tipo de SAM seja produzida pela 

estirpe JE6. 

Segundo os resultados, a SAM que tem ação sobre B. cereus é capaz de ser 

produzida em condições nutritivas menos exigentes (ágar Muller-Hinton e ágar 

nutriente) e sob diferentes temperaturas, enquanto que a SAM que inibe S. enterica e 

P. vulgaris, requer para a sua produção o crescimento da estirpe JE6 em meios mais 

ricos e temperaturas específicas. 

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

a produção de substância antimicrobiana pelo isolado JE6, 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 relação à produção da SAM JE6 em 

ágar casoy com concentrações de NaCl variando até 3%, a única diferença 

significativa observada foi em relação à inibição de B. cereus, que foi levemente maior 

sem a adição de NaCl. Levando em consideração a atmosfera a produção de 

substância antimicrobiana por JE6, esta foi mais significativa em aerobiose em 

comparação a anaerobiose. 

 

Tabela 7: Influência do meio de cultura, pH, concentração de NaCl e atmosfera na 

produção da SAM por JE6. 

  Estirpes indicadoras 

  S. enterica B. cereus P. vulgaris 

Meio de 

crescimento 

Ágar Casoy  13,0 ± 1,8 a 30,4 ± 0,5 a 21,6 ± 1,3 a 

Ágar Müller-Hinton  - b 17,7 ± 1,1 b - b 

Ágar Nutriente  - b 32,0 ± 5,0 a - b 

Ágar BHI  13,3 ± 0,5 a 27,8 ± 0,9 a 15,2 ± 1,1 c 

pH 

5.0 29,0 ± 5,0 a 32,0 ± 3,6 a 19,6 ± 8,7 a 

6.0 21,0 ± 3,0 b 29,8 ± 2,1 a 29,3 ± 0,9 b 

7.0 18,0 ± 2,0 b 23,4 ± 0,5 b 26,6 ± 2,0 b 

8.0 16,7 ± 1,9 b 18,0 ± 1,0 b - c 

NaCl 

Controle 18,0 ± 3,3 a 32,3 ± 3,3 a 15,0 ± 0,8 a 

1.0% 17,5 ± 1,7 a 25,0 ± 2,3 b 12,7 ± 1,8 a 

2.0% 20,0 ± 1,1 a 27,0 ± 1,1 b 15,5 ± 3,5 a 

3.0% 19,0 ± 4,3 a 26,5 ± 2,0 b 13,3 ± 2,6 a 

Temperatura 

de incubação 

28°C - a 26,6 ± 1,7 a 17,7 ± 2,4 a 

37°C 20,7 ± 2,5 b 34,3 ± 1,8 b 23,5 ± 2,4 b 

42°C - a 28,2 ± 4,8 a - c 

Atmosfera 
Aerobiose 17,2 ± 2,4a 24,0 ± 1,6a 32,8 ± 4,4a  

Anaerobiose - b 9,75 ± 3,34b 19,3 ± 2,6b 

Legenda: Os números representam as médias e desvios-padrão dos diâmetros das zonas de 

inibição (em mm) de pelo menos três experimentos independentes; -, ausência de halo de 

inibição ou halo inferior a 2 mm; a, b, c, letras diferentes indicam diferença estatisticamente 

significante entre os parâmetros. 

 

Resultados semelhantes foram encontrados na produção da bacteriocina EC2, 

produzida por Escherichia coli, com atividade inibitória contra outras estirpes de E. coli 

e contra S. enterica. As melhores condições para sua produção foram em meio Casoy, 

a 37ºC e com pH inicial de 6,0, sem adição de NaCl (LOPES et al., 2013). Alguns 

estudos realizados com substâncias antimicrobianas produzidas por Klebsiella 
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ozaenae K and Raoultella terrigena L, demonstraram que as melhores condições de 

produção de SAM por estas estirpes também foram em ágar Casoy, à temperatura de 

37°C, com pH inicial de 6,0  e com concentrações de NaCl podendo variar entre 0,5 a 

3,0%. Entretanto, a bacteriocina R. Terrigena L tem uma leve redução na sua 

produção em ausência 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 adição de NaCl são as condições mais apropriadas para a 

maior produção de SAM pela estirpe JE6. A Figura 8 ilustra a inibição de estirpes 

indicadoras sob essas condições. 

 

 

Figura 8: Inibição de estirpes indicadoras sob as condições mais favoráveis para a 

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

                Definir as melhores condições de produção das bacteriocinas auxilia também 

na determinação dos fatores que podem alterar sua eficiência. As bactérias ácido-

lácticas, por exemplo, produzem bacteriocinas com diferentes atividades e que 

dependem da composição química e das condições físicas dos alimentos para 

atuarem de forma eficaz. Além da interação com os componentes do alimento, a 

produção de bacteriocinas pode ser afetada negativamente pelas condições 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 

número de pesquisas realizadas com bacteriocinas e substância inibitória do tipo 

bacteriocina analisando suas melhores condições de produção e fatores que podem 

afetar na sua atividade antimicrobiana. 

 

 

 

 

 

A A B 
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6.4 CAPACIDADE DE INIBIÇÃO DE ESTIRPES DO COMPLEXO ACINETOBACTER 

BAUMANNII/CALCOACETICUS E SHIGELLA DYSENTERIAE RESISTENTES E 

MULTIRRESISTENTES (MDR) A ANTIBIÓTICOS ISOLADAS DE FLI E DE 

UTENSÌLIOS PELO ISOLADO JE6 

 

           Nos últimos anos, tem ocorrido um aumento na incidência de bactérias Gram-

negativas resistentes e multirresistentes a antibióticos em alimentos, sendo 

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e os patógenos da família 

Enterobacteriaceae (em especial, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter sp.), também 

constantemente associados a infecções hospitalares (GHODHBANE et al.,2015) .   

            Alguns estudos relatam a presença de diferentes bactérias Gram-negativas em 

fórmulas lácteas infantis, incluindo o complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus. 

Esses micro-organismos podem causar infecções como pneumonia, infecções no trato 

urinário e bacteremia. Estes agentes patogênicos vêm ganhando importância devido 

aos surtos e infecções provocadas em récem-nascidos em razão da vunerabilidade 

destes pacientes e a resistência e multirresistencia a medicamentos apresentada por 

estes isolados (ARAÚJO et al., 2015; AMORIM et al.,2017).  

            Com o surgimento de bácterias resistentes a múltiplos antibióticos muito 

pesquisadores testaram as bacteriocinas como alternativa aos antibióticos. Além 

disso, os avanços frenquentes na identificação e caracterização das bacteriocinas têm 

auxiliado na sua utilização como agentes terapêuticos no tratamento de infecções em 

seres humanos e animais (GHODHBANE et al.,2015). Desta forma, cada vez mais são 

realizadas pesquisas voltadas para a produção de substâncias antimicrobianas 

capazes de inibir tais bactérias patogênicas. 

 Neste estudo, o isolado JE6 mostrou-se um promissor agente na inibição das 

quinze estirpes resistentes e multirresistentes a antibióticos pertencentes ao complexo 

ABC por meio da produção de substâncias antimicrobianas (Tabela 8), apresentando 

halos de inibição satisfatórios, conforme ilustrado na Figura 9.  

            Além dos isolados do complexo ABC, JE6 foi capaz de inibir cinco estirpes de 

Shigella dysenteriae, outro agente patogênico muito importante encontrado em 

utensílios de láctario. A S. dysenteriae possui sorotipos associados à shigelose, uma 

infecção entérica aguda considerada um importante problema de saúde pública nos 

países em desenvolvimento e subdesenvolvidos, podendo causar consequências 

potencialmente devastadoras para as crianças e recém-nascidos (MORAES et al., 

2015b).  

           Assim como a substância antimicrobiana produzida por JE6 mostrou ser efetiva 

contra mais de um patógeno Gram-negativo, outros estudos têm destacado a atividade 
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antimicrobiana das bacteriocinas contra uma ampla gama de patógenos Gram-

negativos, como por exemplo, a bacteriocina L-1077 produzida por Lactobacillus 

salivarius que, assim como a SAM de JE6, possui ação efetiva contra as bactérias 

Salmonella, Escherichia coli, Yersinia, Klebsiella pneumonia, Shigella dysenteriae, 

Pseudomonas aeruginosa e Proteus vulgaris (GHODHBANE et al.,2015). Entretanto, 

nesses estudos não foram citadas bacteriocinas ativas contra o Complexo ABC, o que 

torna a(s) substância(s) antimicrobiana(s) produzida(s) por JE6  agente(s) com 

potencial de aplicação na inibição de patógenos alimentares resistentes e 

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

 

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

Shigella dysenteriae por JE6. 

Estirpe Zonas de Inibição 
(mm) 

A. baumannii/calcoaceticus JE2 24,1 ± 1,5 
A. baumannii/calcoaceticus JE3 27,6 ± 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 25,2 ± 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 ± 4,4 
A. baumannii/calcoaceticus MR1 27,0 ± 2,0 
A. baumannii/calcoaceticus AE1 29,2 ± 0,7 
A. baumannii/calcoaceticus PR1 23,1 ± 2,4 
A. baumannii/calcoaceticus PR2 
S. dysenteriae ME1 
S. dysenteriae ME3 
S. dysenteriae ME4 
S. dysenteriae ME5 
S. dysenteriae BIR3 

26,0 ± 1,5 
25,5 ± 4,0 
29,8 ± 0,8 
26,1 ± 1,1 
24,0 ± 2,6 
20,6 ± 0,7 

 

 

Figura 9: Produção de SAM pelo isolado JE6 contra estirpes multirresistentes a 

antibióticos: (A) Acinetobacter baumannii/calcoaceticus JR4 e (B) Shigella dysenteriae 

ME3. 

A B 
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6.5. CAPACIDADE DE INIBIÇÃO DE ESTIRPES RESISTENTES E MDR ISOLADAS 

DE PRODUTOS LÁCTEOS PELO ISOLADO JE6. 

 

            Com o aumento do interesse por micro-organismos produtores de SAM, uma 

vez que os antibióticos não podem ser utilizados em alimentos, estas substâncias são 

cada vez mais importantes na prevenção e controle de contaminantes alimentares 

(OLIVEIRA et al., 2011). 

            Em um trabalho realizado anteriormente por nosso grupo com isolados de 

produtos lácteos como leite e queijo na produção 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 substâncias 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 lácteos como indicadoras, 

verificou-se a inibição de vinte e três (88%) isolados bacterianos (Tabela 9). A Figura 

10 ilustra a inibição de alguns desses isolados.  

             Estes dados são importantes, pois dez destes isolados pertencentes ao 

complexo Enterobacter cloacae são 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 patógenos 

alimentares que, devido a sua multirresistencia a antibioticos, podem ser de difícil 

controle e eliminação. 

 A ação de substâncias 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 ação efetiva 

contra o complexo Enterobacter cloacae, assim como a bacteriocina thuricina-S 

produzida por Bacillus thuringienses.  Esta última possui resistência ao calor e é 

estável a uma ampla faixa de pH e normalmente atua sobre agentes patogênicos 

transmitidos através de intoxicação alimentar, como L. monocytogenes e B. cereus 

(GHODHBANE et al.,2015; MARROQUIN et al.,2016). 
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Figura 10: Inibição de (A) Complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus V2.14 (B) 

Klebsiella oxytoca V1.27 pelo isolado JE6. 

 

 

Tabela 9: Inibição de estirpes isoladas de produtos lácteos por JE6. 

Estirpe Zonas de Inibição 
(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 ± 3,4 
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 V2.14 32,7 ± 0,9 

 

 

 

 

 

A B 
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6.6. DETECÇÃO DA ATIVIDADE INIBITÓRIA A PARTIR DO SOBRENADANTE DA 

CULTURA JE6 

 

           A crescente atenção voltada para as bacteriocinas ocorre devido as suas 

potentes atividades inibitórias, os seus diversos modos de ação e principalmente o fato 

de serem consideradas seguras para os seres humanos (PHUMISANTIPHONG et al., 

2017). Assim, pesquisas vêm sendo realizadas através da inserção destas 

bacteriocinas em alimentos com o intuito de conservação e ação contra a 

contaminação de micro-organismos (YANG et al., 2014).  

          A adição das bacteriocinas em alimentos fermentados pode ocorrer de três 

formas, sendo uma delas utilizando o sobrenadante da cultura produtora e sua 

posterior purificação a partir de técnicas cromatográficas (LAGHA et al.,2017). 

 Os experimentos realizados neste trabalho com o sobrenadante da cultura 

JE6, obtido através da combinação de meio líquido e semissólido, contra as bactérias 

indicadoras Salmonella enterica, Bacillus cereus e Proteus vulgaris demonstraram que 

houve inibição do crescimento apenas da indicadora B. cereus (Figura 11), sugerindo, 

mais uma vez, que JE6 produza mais de um tipo de SAM. Entretanto, a obtenção 

desse sobrenadante ativo contra B. cereus é um bom indício de que essa SAM possa 

ser purificada e assim, ter potencial de aplicação.  

 

Figura 11: Inibição da indicadora B. cereus pelo sobrenadante da cultura JE6. 

 

            Com o intuito de identificar e caracterizar substâncias antimicrobianas de 

bactérias Gram-negativas isoladas de fórmulas lácteas infantis e utensílios usados em 

seu preparo, este trabalho conseguiu identificar uma substância antimicrobiana 

produzida por um isolado do complexo Acinetobacter baumanni/calcoaceticus, 

denominada JE6, que possui ação contra diferentes patógenos isolados de alimentos, 

incluindo estirpes resistentes e multirresistentes a antibióticos. 

Este fato é de grande relevância e contribui ainda mais para a utilização de 

substâncias antimicrobianas como biopreservativos de alimentos e tornam a SAM JE6 

um agente promissor para estudos posteriores de preservação de alimentos e controle 

de patógenos.  
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7. CONCLUSÕES  

 

� Neste trabalho, pode-se considerar que alguns isolados bacterianos advindos 

de fórmulas lácteas infantis e utensílios usados em seu preparo são capazes 

de produzir substâncias antimicrobianas importantes com potencial de 

aplicação contra patógenos alimentares.  

 

� O isolado JE6 pertencente ao complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus 

apresentou os melhores resultados em comparação aos demais isolados, já 

que conseguiu inibir um número maior de patógenos alimentares de referência, 

dentre eles, Salmonella enterica e Bacillus cereus, importantes patógenos 

associados a Doenças Transmitidas por Alimentos. 

 

� A substância antimicrobiana produzida por JE6 foi eficaz na inibição de outros 

isolados do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus, de Shigella 

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

 

� A substância antimicrobiana produzida por JE6 não foi sensível ao tratamento 

com as enzimas proteolíticas testadas e NaOH, sendo assim, foi considerada 

uma substância inibitória do tipo bacteriocina (BLIS).    

 

� As melhores condições para a produção de substância antimicrobiana por JE6 

englobam o crescimento em meio Casoy com pH entre 5,0 e 6,0,  sob 

temperatura de 37°C,  sem adição de NaCl e em aerobiose. 

 

�  Com base na literatura, este é o primeiro trabalho a relatar a produção de SAM 

por uma estirpe do complexo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus ativa 

contra bactérias Gram-negativas multirresistentes a antibióticos, associadas a 

alimentos lácteos e utensílios. 
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