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1. INTRODUCAO

Bactérias acido laticas (BAL) estdo presentes naturalmente em diversos
alimentos, como o leite e seus derivados, e compreendem um grupo de micro-
organismos com caracteristicas semelhantes. S&o Gram-positivas, nao
esporuladas, catalase negativa, anaerdbicas e/ou aerotolerantes, com formato de
bacilos, cocos ou coco-bacilos (LEROY; DE VUYST, 2004).

Esse grupo de micro-organismos apresenta metabolismo fermentativo e
como metabolito principal da fermentagédo de carboidratos produz acido latico, o
que permite a sua aplicagdo na indastria para a producdo de alimentos
fermentados. Além disso, BAL também sdo capazes de produzir substancias
antimicrobianas de origem proteica (GALVEZ et al., 2008). Entre essas
substancias, destacam-se as bacteriocinas, que sdo peptideos naturais
secretados em nivel ribossomal por determinadas bactérias, e que tém a
capacidade de inibir a multiplicacao de outras bactérias (ELAYARAJA et al., 2014).

Essas substancias podem ser utilizadas como bioconservantes, em
substituicdo aos conservantes sintéticos para o controle de micro-organismos
deteriorantes e patogénicos contaminantes (FAVARO et al., 2014), entre estes,
Listeria monocytogenes (ATRIH et al., 2001). L. monocytogenes € uma bactéria
Gram-positiva, responsavel por causar listeriose em humanos e animais. A
listeriose € uma doenca transmitida por alimentos, relativamente rara quando
comparada com outras doencas de origem alimentar, porém considerada grave
pelas altas taxas de letalidade, o que a torna um problema de saude publica (DE
VALK et al., 2005).

O atual tratamento para a listeriose é a antibioticoterapia, sendo o0s
antibiéticos de primeira escolha para o tratamento, os [(-lactamicos, como
penicilina G e ampicilina, podendo ser associado com outras classes de
antimicrobianos (KRAWCZYK-BALSKA et al., 2012). Apesar da suscetibilidade do
patbgeno a varios antimicrobianos, alguns isolados de L. monocytogenes
envolvidos em surtos alimentares tém apresentado perfil de multirresisténcia, o
gue pode estar associado ao uso indiscriminado de antibidticos e transferéncia de
genes de resisténcia (MARIAN et al., 2012).

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana de bacteriocinas produzidas por dois isolados de BAL contra
isolados de L. monocytogenes multirresistentes a antimicrobianos de uso clinico.
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2. METODOLOGIA

A atividade antimicrobiana de bacteriocinas de dois isolados de BAL (BAL 99
e BAL 254), previamente isolados de presunto e queijo fatiado, foi testada contra
cinco isolados de L. monocytogenes multirresistentes aos antimicrobianos de uso
clinico, oriundos de alimentos e ambientes de processamento.

O sobrenadante livre de células (SLC) contendo bacteriocinas dos isolados
de BAL foi obtido a partir do cultivo dos isolados a 37 °C por 24 h, o qual foi
centrifugado a 6.800 x g a 4 °C por 20 minutos. Apds, o pH dos SLC foi
neutralizado (pH 7,0) utilizando-se solucdo de NaOH 1 N e aqueceu-se a 80 °C
por 10 minutos (TODOROV; DICKS, 2004).

A quantificagcdo da atividade antimicrobiana do SLC foi realizada pela técnica
de diluicao critica de acordo com MAYR-HARTING; HEDGES; BERKELEY (1972),
na qual foram realizadas diluicdes seriadas desses sobrenadantes. Foram
adicionados 5 pL do SLC puro e diluido sobre agar Brain Heart Infusion (BHI)
contendo as culturas de L. monocytogenes multirresistentes a antimicrobianos de
uso clinico. Para o calculo das unidades arbitrarias por mililitro (UA/mL) foi
considerada a maior diluicdo que produziu halos de inibicdo maior ou igual a 2
mm, através da seguinte formula: atividade antimicrobiana (UA.mL™) = (1000/V)
D, onde D = maior diluicdo que apresentou halo de no minimo 2 mm; V = volume
do sobrenadante utilizado em microlitros.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Tabela 1 é apresentada a atividade antimicrobiana, em UA.mL™, das
bacteriocinas produzidas pelos isolados de BAL, contra cinco isolados de L.

monocytogenes multirresistentes a antimicrobianos.

Tabela 1 — Atividade antimicrobiana de bacteriocinas de BAL contra isolados
multirresistentes a antimicrobianos (UA.mL™)

Isolados BAL 99 BAL 254
LM 13 200 200
LM 14 3200 3200
LM 16 200 200
LM 30 200 200
LM 46 1600 3200

As bacteriocinas produzidas pelos isolados de BAL 99 e BAL 254
conseguiram inibir a multiplicacdo de todos os isolados multirresistentes, com
maior atividade contra os isolados LM 14 e LM 46. A atividade antimicrobiana de
BAL 99 e BAL 254 para quatro dos cinco isolados de L. monocytogenes foram
iguais, apenas para o isolado LM 46 a atividade antimicrobiana da BAL 254 foi
maior em comparagcdo a BAL 99. Os resultados do presente estudo sao
relevantes, pois indicam a capacidade da substancia proteica ao inibir patdgenos
multirresistentes que apresentam genotipo de resisténcia (tetM e ermB) e
elementos genéticos moveis como plasmideos, o que aumenta a probabilidade
desses patdégenos conjugar genes de resisténcia para outras bactérias saprofitas
ou comensais (dados nao publicados).

LU et al. (2014) mostraram que uma bacteriocina denominada lactocina MXJ
32A, produzida por Lactobacillus coryniformes, exibiu amplo espectro
antimicrobiano, além de ser efetiva contra cepas resistentes aos antimicrobianos
de uso clinico. O possivel mecanismo de acédo sugerido pelo grupo seria a
destruicdo da parede celular e formacao de poros na membrana celular.



C-O2015

XXIVCONGRESSODEINICIACAOCIENTIFICA
DAUNIVERSIDADEFEDERALDEPELOTAS

HUANG et al. (2009) demonstraram que todas as cepas de L.
monocytogenes testadas apresentaram sensibilidade a uma bacteriocina
produzida pelo isolado Pediococcus pentosaceus 05-10, a qual também diminuiu
0 numero viavel de células do patégeno apds duas horas, sugerindo uma acao
bactericida. Em outro estudo semelhante, a bacteriocina produzida pelo isolado
Lactobacillus paracasei subesp. paracasei BMK2005, apresentou atividade
antimicrobiana contra bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas
multirresistentes (BENDJEDDOU et al., 2012).

Atualmente, na industria de alimentos ja se faz uso de bacteriocinas, como a
nisina, que possui acao antimicrobiana de amplo espectro contra L.
monocytogenes, Staphylococcus aureus e outras bactérias patogénicas. A
substancia ndo apresenta efeitos toxicologicos para seres humanos, justificando
sua ampla utilizacdo na industria de alimentos como bioconservante (BALCIUNAS
et al., 2013).

Através desses resultados, observa-se que compostos naturais, como 0sS
produzidos por BAL, podem ser uma alternativa ao uso de compostos sintéticos
para a conservacdo de alimentos. Segundo BALCIUNAS et al. (2013), os
consumidores estdo buscando alternativas mais naturais, buscando alimentos
sem adicdo de conservantes sintéticos, as quais podem ser utilizadas na
briopreservacdo, extensdo da vida util de produtos e contra patégenos de
importancia clinica, inclusive inibindo o crescimento de micro-organismos
multirresistentes.

4. CONCLUSOES

As bacteriocinas produzidas por BAL 99 e BAL 254 apresentam atividade
antimicrobiana contra isolados de L. monocytogenes com perfil de
multirresisténcia aos principais antimicrobianos de uso clinico. Esses resultados
apontam o potencial de utilizacdo dessas substancias como bioconservadores em
alimentos.
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