PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
ESCOLA DE CIENCIAS AGRARIAS E MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

HANNA LETHYCIA WOLUPECK

IDENTIFICACAO MOLECULAR E AVALIACAO DO POTENCIAL PR OBIOTICO DE

BACTERIAS ACIDO LACTICAS NATIVAS ISOLADAS DE EMBUTI DOS FERMENTADOS

Molecular identification and evaluation of probiotic potential of indigenous lactic acid

bacteria isolated from fermented sausages

SAO JOSE DOS PINHAIS
2013



HANNA LETHYCIA WOLUPECK

IDENTIFICACAO MOLECULAR E AVALIACAO DO POTENCIAL PR OBIOTICO DE

BACTERIAS ACIDO LACTICAS NATIVAS ISOLADAS DE EMBUTI DOS FERMENTADOS

Molecular identification and evaluation of probiotic potential of indigenous lactic acid

bacteria isolated from fermented sausages

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncia Animal, area
de concentracdo Saude, Tecnologia e
Producdo Animal, da Escola de Ciéncias
Agrarias e Medicina Veterinaria da
Pontificia  Universidade Catodlica do
Parana, para obtencédo do titulo de Mestre
em Ciéncia Animal.

Orientador: Prof®. Dr® Renata Ernlund
Freitas de Macedo

Co-orientador: Prof. Dr. Humberto Maciel

Franca Madeira

SAO JOSE DOS PINHAIS
2013



TERMO DE APROVACAO
(Responsabilidade da Secretaria do PPGCA)

(Entregue pela secretaria)



SUMARIO

AGRADE CIMENTOS ... oottt et e e e e e e e e e e
FORMATO DA DISSERTACAO .......uu it e
RESUMO GERAL ...ttt e e e e e e e e e et e et e rraaes e
AB S TR A C T ..ttt e e et et et e e e e e e e
LISTADE ABREVIATURAS ...ttt et e e et e e eeeee aeaens
LISTA DETABELAS ... ..ottt et et e e e e e et e e et e eeanes
LISTADE FIGURAS . .. .ottt et et e et e e e e e e e e
CAPITULO 1

LINTRODUGAO . ... oo e e e e e
CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA. ..ottt ettt en
2.1 Classificacédo cientifica de bactérias &cido lac  ticas.............coeeeveniennns
2.2 Alimentos funcionais e probiGticos. ...,
2.3. Critérios para selecdo de bactérias probidtica  S.........cccceeviviiiiiiiiieenne,
2.3.1. Caracteristicas tecnoldgicas dos probidticos para aplicacdo em

(o] goT0 [0 (0L oF= T4 o [T o 1T PERTT
YZ2C 0 0 I = o To [WTot=To Jo [ 28= Tod [0 [o 1 T i [o o P
2.3.1.2. ReSIStENCIA A0S SAIS U CUMAL.....uuuui e
2.3.1.3. Producdo de DacterioCIiNaS. ........cooeuiiiiiiiiiiiiii e e e e e e
2.3.1.3.1. Classificacao e mecanismo de agéo das bacteriocinas......................
2.3.2. Caracteristicas fisiologicas de culturas lacticas probioticas para
aplicacao em ProdutoS CAIMEOS. .......cccuuuuiiieieeeee et iee e e e e e e e s e e e e e e e e neeeees
2.3.2.1. Capacidade de resisténcia ao pH acido e aos sais biliares....................

2.3.3 ReSISteNCia antimiCrODIANG. . .. cu e e



2.4. Métodos de identificacdo molecular de bactéria s probidticas.............. 13

2.4.1 PCR em teMPO FEAL......ccceeiiiiiiii ittt eanenenes 14
2.4.2 MURIPIEX PCR ...t e e 14
2.4.3 DNA Polimorfico Amplificado Arbitrariamente...........ccccccvvvvvveeiiivieieiieennenn. 15
2.4.4 Analise do Polimorfismo do Comprimento dos Fragmentos de Restricdo
............................................................................................................................. 15
CAPITULO 3

3. Identificacdo molecular e avaliacdo do potencial pr  obibtico de
bactérias  acido  lacticas nativas isolada s de  embutidos
FEIMENTATOS. ... et e e e 16
RESUM OO . .. e e e e e e e e e e e 16
AB S T R A C T e e e 17
B.LINTRODUGAOD . ....e i e e e e et e e 18
3.2 OBJETIVOS DO ESTUDO . ...ttt e e e e e e 19
3.3 MATERIAL E METODOS. ... .ottt e e e e e e e 20
3.3.1 Isolamento bacteriano ..........cooiiiiiiin i 20
3.3.2 ldentificacdo das bactérias IACticas......... ..o viiieiiiiiici e 21
3.3.2.1 Extracdo de DNA das bactérias acido lacticas..................coovveennnnnn. 21
3.3.2.2 AMPIIficag80 dO gENE FECA. .. ... e e e e e 22
3.3.2.3 Sequenciamento dos ampliCoNS.........cooviiiiiiii i e i 22
3.3.2.4 ANAlISE dAS SEQUENCIAS. . .uuvuiriiieat e eet et et e e e e e e e e 23
3.4 ReSIStENCia MICIODIANA. .. ... cuieie e e 23
3.4.1 Método de disco difusdo (Kirby Bauer) ..........cc.ocoviiiiiiiiiiiie e, 23
3.4.2 Método de Gradiente para determinacdo da CIM em escala.................... 24
3.5 Atividade antimicrobiana  por difuséo por cavidade em agar. ................ 25

3.6 Capacidade de crescimento na presenca de carboidrato
PreDIOLICO. .. ..ot e e 20



3.7 ANAIISE B A STICA. ... ee e e e 26

4, RESULTADOS E DISCUSSAOD .......iiiitiie oo et e 27
4.1. Caracterizagdo molecCular... ... 27
4.2. ReSIStENCIa MICIODIANA. .. ... v it e 29
4.3 Atividade antimicrobiana por difusdo por cavidade em agar.........ccccccueueue.... 36
4.4. Crescimento na presenca de carboidrato prebiotico...........cooeveviiiiiiiinns 38
5. CONCLUSAOD ...ttt it et ettt it ittt ittt ettt ettt et ee e e eee e 41
CAPITULO 4

6. CONCLUSAO GERAL ......uutiiiiit ittt ittt ittt e es e e eee s 42

7. REFERENCIAS ... e ot e e e e e e e 43



Dedico essa vitoria aos meus filhos Giovanni W. A. Barbosa e Luiz Fduardo Wolupeck, que
sdo a razdo do meu viver. E ao meu marido Alessandro Araijo Barbosa, que estd sempre ao
meu lado me apoiando em minhas decisoes.

vii



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pelas béncaos e oportunidades, que Ele coloca em
meu caminho.

Agradeco em especial a minha familia pela compreenséo e paciéncia pelas horas em

que estive ausente, ocupada e um tanto estressada.

Agradeco infinitamente a minha orientadora Prof.2 Dr2 Renata Ernlund Freitas de

Macedo pela oportunidade e confianga em mim depositada.

E ao meu co-orientador Prof. Dr. Humberto Maciel Fran¢ca Madeira pela disponibilidade

em me auxiliar.
A Prof2 Dr2 Cristina Sotomaior, coordenadora do Programa de PGCA, pelo apoio e
gentileza em me auxiliar sempre que precisei e a Caroline Nocera, secretaria do

mestrado, que esteve sempre disposta a me atender e ajudar.

As minhas amigas Luciane Rossa e Lye Miague pelo apoio e conforto nas horas
dificeis.

Agradeco a Pontificia Universidade Catolica do Parana.

E a todos aqueles, que me ensinaram, auxiliaram, me conduziram nesta caminhada,

minha gratidao.

viii



FORMATO DA DISSERTAGCAO

A presente dissertacdo é composta por capitulos. O capitulo 1 apresenta uma
introducdo geral do tema e os objetivos de estudo desta dissertacdo. O capitulo 2 trata-
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RESUMO GERAL

7

Atualmente é praticamente inexistente a utilizacdo de embutidos fermentados como
veiculos de probidticos, uma vez que as bactérias probioticas sao veiculadas, em geral,
em produtos lacteos. Para a aplicacdo em produtos carneos, € essencial que as
bactérias probidticas sobrevivam ao processo de fabricagdo e aos ingredientes
normalmente empregados nesses produtos. Neste contexto, o uso de bactérias nativas
de produtos carneos € uma estratégia para garantir a viabilidade e a funcionalidade dos
probidticos veiculados por esse tipo de alimento. Além da viabilidade no alimento, para
serem consideradas probibticas, as bactérias devem apresentar caracteristicas
fisiologicas de resisténca ao baixo pH e aos sais biliares, para possibilitar sua
viabilidade durante a digestdo. A capacidade de producdo de compostos
antimicrobianos e a capacidade de crescimento na presenca de carboidratos
prebidticos também sdo caracteristicas fisiologicas importantes nas bactérias
probidticas, pois simulam sua capacidade de inibicdo da microbiota competitiva e do
uso de substratos ndo digeriveis pelo hospedeiro. Outro importante critério de selecéo
de bactérias probidticas, recentemente considerado, € a baixa capacidade de
transferéncia de resisténcia antimicrobiana a outros micro-organismos. Este trabalho
teve como objetivo identificar taxonomicamente e avaliar caracteristicas probioticas de
cepas nativas de Lactobacillus sp. isoladas de embutidos fermentados. Foram testadas
54 cepas nativas de Lactobacillus sp. isolados de produtos fermentados
comercializados na regido Sul do pais provenientes de 16 municipios dos estados de
Santa Catarina e Parana. A identificacdo das cepas foi realizada mediante técnica de
Multiplex PCR com primers especificos. A resisténcia microbiana foi testada pelos
métodos de disco difusdo e de gradiente para determinacdo da concentragdo inibitoria
minima (CIM) utilizando-se fitas de Etest®. Os antibioticos testados foram ampicilina,
cloranfenicol; eritromicina; estreptomicina, penicilina G e tetraciclina para ambas as
metodologias e ainda ciprofloxacina, gentamicina, norfloxacina, vancomicina e
trimetoprima somente por disco difusdo. A capacidade de acdo antimicrobiana
relacionada a producdo de metabdlitos, como bacteriocinas foi testada frente a L.
monocytogenes e S. aureus pela técnica de difusdo por cavidade em agar. A
capacidade de crescimento na presenca de carboidrato prebidtico inulina foi avaliada
em comparacdo ao crescimento medido em DO na presenca de glicose, sacarose e
sem adicdo de acucar (branco). Foi possivel identificar genotipicamente 44 das 54
cepas como L. plantarum e 3 como L. pentosus. As maiores frequéncias de resisténcia
observadas em ambas as metodologias foram para ampicilina e estreptomicina.
Nenhuma das cepas mostrou multirresisténcia aos antibidticos considerados de
resisténcia adquirida para o género. Na avaliagdo comparativa entre as metodologias
de disco difusdo e Etest® verificou-se equivaléncia estatistica pelo teste de Qui-
quadrado x2 (p>0,05) para ampicilina, cloranfenicol, eritromicina e penicilina G. Pela
técnica de difusdo em agar nado foi verificada a acdo antimicrobiana das 54 cepas
contra L. monocytogenes e S. aureus. As cepas foram capazes de utilizar a inulina
como substrato para o crescimento, poréem em menor velocidade e com menor
crescimento em relacdo a glicose e sacarose. Cinco das 54 cepas testadas tiveram
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melhor crescimento na presenca de inulina. Portanto pode-se concluir que as cepas
possuem caracteristicas fisiologicas para permanecerem em estudo visando a selecéo
de probioticos para produtos carneos.

Palavras-chave: probidticos, produto carneo fermentado, salame, critérios de sele¢ao.
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ABSTRACT

Currently the use of fermented sausages as vehicles for probotic bacteria is rare since
those bacteria are usually added to dairy products. The application of fermented
sausages as carriers of probiotics, since dairy products are the most popular probiotic
food carrier. For the application in meat products, it is essential that the probiotic
bacteria survive the manufacturing process and ingredients commonly employed in such
products. In this context, the use of indigenous bacteria of meat products is a strategy to
ensure the viability and functionality of probiotics in this type of food. Besides its viability
in the food, to be considered as probiotic, bacteria must present physiological
characteristics as the resisitance to the low pH and to bile salts in order to survive during
the digestion process. The ability to produce antimicrobial compounds and the ability to
grow in the presence of prebiotic carbohydrates are also important as physiological
characteristics of probiotic bacteria. Another important criteria for the selection of
probiotic bacteria, that has been recently included in the list of criteria, is the low
capacity to transfer antibiotic resistance to other microorganisms. This study aimed to
identify and to assess probiotic characteristics of Lactobacillus sp strains isolated from
artisan fermented sausages. Fifty four (54) Lactobacillus sp. strains isolated from
fermented sausages marketed in the southern region of Brasil, from 16 city of the Santa
Catarina and Parana State were assessed. The identification of the strains was
performed by Multiplex PCR. Microbial resistance was tested by the disk diffusion
method and minimum inhibitory concentration (MIC) using Etest® strips. The antibiotics
tested were ampicillin, chloramphenicol, erythromycin, streptomycin, penicillin G and
tetracycline by both methodologies and ciprofloxacin, gentamicin, norfloxacin,
trimethoprim and vancomycin only by disc diffusion. The ability of antimicrobial action
has been tested against L. monocytogenes and S. aureus by the agar well diffusion
technique. The ability to grow in the presence of inulin was evaluated in DO and
compared with growth in the presence of glucose, sucrose and no added sugar (white).
It was possible to identify 44 of 54 strains as L. plantarum and 3 as L. pentosus. The
highest frequencies of resistance in both methodologies were to ampicillin and
streptomycin. None of the isolates showed acquired multidrug. Disk diffusion and MIC
were statistically equivalence for the resistance evaluation of Lactobacillus to ampicillin,
chloramphenicol, erythromycin and penicillin G. None of the strains showed
antimicrobial production capacity against L. monocytogenes and S. aureus tested by the
agar well diffusion technique. The strains were able to use inulin as a substrate for
growth, but at a lower speed as compared to glucose and sucrose and five of then were
rated best probiotic potential. We conclude that the tested strains possess physiological
characteristics to remain under consideration for the selection of probiotics for meat
products.

Keywords: probiotics, fermented meat product, sausage, selection criteria.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

Os produtos carneos tém sido reconhecidos como fontes de proteinas de alto
valor bioldgico, vitaminas e minerais. No entanto, recentemente, a reputacdo dos
produtos carneos tornou-se relativamente negativo para uma parcela da populagédo
devido ao seu conteudo de gordura e a utilizacdo de aditivos em suas formulacoes.
Além disso, alguns estudos apontam que o consumo de carnes e derivados esta
supostamente envolvido com a ocorréncia de doencgas altamente prevalentes em
paises ocidentais, tais como as doencas cardiovasculares, cancer e obesidade.
Portanto, muita atencédo tem sido dada ao desenvolvimento de alimentos funcionais,
que promovem a saude e previnem o risco de enfermidades. Esta tendéncia repercutiu
no setor carneo com a inclusé@o de acido linoleico conjugado, vitamina E, acidos graxos
da familia 6mega 3 e selénio na dieta dos animais, com vistas ao aumento da qualidade
nutricional da carne e a adicdo de ingredientes como proteinas vegetais, fibras
dietéticas, ervas, especiarias e bactérias lacticas durante o processamento de produtos
carneos para aumentar seu valor funcional para os consumidores. Bactérias acido
lacticas sao adicionadas nos produtos com a funcéo probiética de promover beneficios
a saude do hospedeiro, devendo ser ingeridas de forma viavel e em niveis adequados.
Nos produtos cérneos, a inclusédo de probidticos também pode contribuir para sua
seguranga e inocuidade por inibir o crescimento de micro-organismos indesejaveis.
Embutidos céarneos fermentados como o salame sdo os produtos carneos mais
adequados para a incorporacdo de probioticos, visto que seu processo de fabricacdo
nao envolve tratamento térmico, proporcionando as condi¢cdes requeridas para a
sobrevivéncia dessas bactérias. Embora a inclusdo de probidticos em produtos carneos
Nao seja um conceito inteiramente novo, é praticamente inexistente 0 comércio nacional
e internacional de embutidos fermentados como veiculos de probidticos. Isto se deve
em parte, a adicdo em produtos carneos de bactérias lacticas isoladas de fontes ndo

carneas, principalmente as lacteas, que por ndo estarem bem adaptadas ao produto
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carneo, ndo sdo capazes de manter sua viabilidade e funcionalidade no produto.
Normalmente, as bactérias probidticas sédo sensiveis as condigcbes adversas dos
produtos carneos fermentados, como a baixa atividade de 4gua, a presenca de aditivos
conservantes e especiarias. Por isso, a pesquisa de propriedades probioticas em
bactérias isoladas da microbiota nativa de produtos carneos fermentados é uma
estratégia para aumentar a chance de sobrevivéncia e viabilidade dos probiéticos nesse
tipo de produto. Além disso, esse tipo de estudo pode ser uma oportunidade para iniciar
o desenvolvimento de linhagens probidticas nacionais para produtos carneos. Diante do
contexto apresentado, o objetivo do presente estudo foi identificar em nivel molecular
bactérias lacticas isoladas de salames obtidos por fermentacdo natural e avaliar o
potencial probidtico dessas culturas, bem como a producdo de compostos com
atividade inibitoria com perspectivas a sua utilizacdo como cultura “starter” em produtos
carneos probidticos. Os objetivos especificos foram identificar as cepas de bactérias
lacticas mediante técnica molecular de Multiplex PCR, avaliar a resisténcia microbiana
dessas cepas mediante método qualitativo e quantitativo, e avaliar a presenca de
caracteristicas probioticas fisiologicas das bactérias acido lacticas isoladas de

embutidos fermentados.



CAPITULO 2

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificacéo cientifica de bactérias acido lac  ticas

As bactérias lacticas (BAL) se apresentam na forma de cocos ou bacilos.
Pertencem a uma larga familia de bactérias Gram-positivas fermentadoras, né&o
formadoras de esporos, catalase e oxidase negativas, anaerObias, anaerobias aero
tolerantes ou microaerdfilas, que tem como principal ou Unico produto, o acido lactico
proveniente do metabolismo de carboidratos (WOOD, 1995; AXELSSON, 2004). O
grupo das bactérias acido lacticas é composto por espécies dos géneros
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (STILES &
HOLZAPFEL, 1997).

Dentre os géneros mencionados, aqueles pertencentes ao Filo Firmicutes,
Classe Bacilli, Ordem Lactobacillales, sdo os Lactobacillus pertencentes a Familia
Lactobacillaceae; Lactococcus e Streptococcus pertencem a familia Streptococcaceae
e 0 género Leuconostoc a familia Leuconostocaceae (BERGEY’S, 2002), como pode

ser observado na Figura 1.

Filo Firmicutes
Classe Bacilli
lOrdem Lactobacillales

Familia
Lactobacillaceae

Familia
Streptococcaceae

Familia
Leuconostocaceae

Familia
Carnobacteriaceae

Familia
Enterococcaceae

Lactobacilius
Pediococcus

Lactococcus
Streptococcus

Leuconostoc
QOenococcus
Weissela

Carnobacterium
Lactosphaera

Enterococcus
Tetragenococcus
VVagococcus

Figura 1. Organograma da classificagéo cientifica de bactérias acido lacticas.




Todas as BAL produzem acido latico a partir de hexoses, obtendo a energia pela
fosforilacdo de substratos, pois em sua maiora, exceto para o género Streptococcus
ndo possuem a cadeia transportadora de elétrons e o ciclo de Krebs (WOOD;
HOLZAPFEL, 1995). As vias pelas quais as hexoses sdo metabolizadas dividem as
bactérias lacticas em dois grupos: homo e heterofermentativas.

As bactérias homolaticas metabolizam os carboidratos pela via Embden-
Meyerhof-Parnas utilizando a glicose para gerar lactato. Os membros dos géneros
Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus e Vagococcus sdo homofermentativos, assim
como alguns Lactobacillus. Ja as bactérias heterolaticas utilizam a via das pentoses ou
via das hexoses monofosfato, produzindo lactato, gas carbénico (CO;) e etanol. Sdo
considerados heterofermentadores os géneros Leuconostoc, Oenococcus, Weissella,
Carnobacterium, Lactosphaera e alguns Lactobacillus (AXELSSON, 2004; JAY, 2005).

2.2 Alimentos funcionais e probidticos

Os alimentos denominados funcionais geram efeitos benéficos a saude aliados a
sua funcdo nutricional. Esse efeito se deve a adicdo de ingredientes ativos e ou a
remocao ou substituicdo de substancias indesejaveis em sua composicdo (ERKKILA et
al., 2001). Os probidticos fazem parte deste grupo de alimentos benéficos a saude.
Segundo Schrezenmeier & De Vrese (2001) o termo probidtico é definido como uma
preparacdo ou produto elaborado com micro-organismos viaveis e em ndamero
suficiente, que alteram o balanco da microbiota intestinal do hospedeiro e devido a isso
trazem benéficios a salde do mesmo. Alguns dos efeitos benéficos atribuidos as
bactérias probidticas sdo a manutencdo do equilibrio da microbiota intestinal, alivio da
constipagdo, estabilizagdo da microbiota intestinal apds o uso de antibioticos, producéo
de compostos antimicrobianos e, consequente reducdo de patdgenos. Além disso,
esses organismos diminuem os sintomas relacionados a intolerancia a lactose,
estimulam o sistema imune, suprimem o cancer de colon, reduzem o colesterol,
diminuem o risco de doencga cardiovascular, detoxificagam aminas biogénicas, previnem

afeccdes do trato urogenital, aumentam a absorcédo de minerais e produzem vitaminas,
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entre outros (KLAENHAMMER, 2001; SAAD, 2006; LEROY et al., 2006; AMOR &
MAYO, 2007; BARRONS & TASSONE, 2008; KUMAR et al., 2010).

As principais bactérias empregadas atualmente nos alimentos funcionais
probidticos sdo do género Lactobacillus e Bifidobacterium (CHARTERIS, 1998;
VINDEROLA, 2011). O género Lactobacillus é representativo das bactérias produtoras
de &cido lactico, importantes para a industria e ao contrario da maioria dos anaerobios
obrigatorios, € capaz de crescer na presenca de oxigénio. Sendo isolado do trato
intestinal de humanos para utilizagcdo comercial na elaboragdo de produtos lacteos,
assim como na producdo de repolho azedo e picles (TORTORA et al., 2005). As
bifidobactérias pertencem ao filo Actinobacteria, Classe Actinobacteria, Ordem
Bifidobacteriales e a familia Bifidobacteriaceae (BERGEY, 2002).

O uso de probidticos mostra-se promissor em produtos carneos crus
fermentados como o salame, por serem fabricados com carne crua e consumidos sem
prévio aguecimento, o que ndo causaria a morte dos micro-organismos (ERKKILA et al,
2001a). No entanto, a incorporacdo de bactérias probidticas a produtos cérneos
também representa um grande desafio tecnoldgico devido a conhecida sensibilidade
dos micro-organismos ao sal, especiarias e demais substancias utilizadas em sua
formulacdo (ANDERSEN, 1998; SAMESHIMA, et al., 1998). A qualidade dos embutidos
fermentados esta relacionada ao processo de maturacdo, que lhes confere
caracteristicas especificas de cor, sabor, aroma e textura desenvolvidas pela interagao
de reagBes quimicas e fisicas associadas a microbiota fermentativa. Nos processos
artesanais de fabricacdo, a fermentacdo ocorre espontaneamente por meio das
bactérias nativas presentes na carne (LEROY et al., 2006). J& as culturas starter sédo
definidas como preparagdes que contém micro-organismos Vivos capazes de
desenvolver atividade metabdlica desejavel na carne. Estas bactérias sdo utilizadas
para aumentar a seguranga microbiologica, manter a estabilidade mediante a inibigdo
do crescimento de micro-organismos indesejaveis e melhorar as caracteristicas
sensoriais dos embutidos fermentados (TYOPPONEN et al., 2003).

De acordo com Guarner e Malagelada (2003), a acdo probi6tica de uma bactéria

€ especifica de cada cepa e essa ac¢do nao deve ser extrapolada as demais cepas da
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mesma espécie. As bactérias probidticas podem inibir a colonizacdo intestinal por
patdgenos utilizando diferentes mecanismos, como producdo de compostos com
atividade antimicrobiana, competicdo por nutrientes e sitios de adesao, e alteragdo do
metabolismo microbiano pela secrecdo de enzimas (FULLER, 1989; DE VRESE, 2001;
TRAVERS, 2011).

Um dos fatores que influencia a funcionalidade de bactérias probidticas € a sua
concentragcdo. Em geral, culturas probidticas s&do adicionadas aos alimentos na
concentracdo de 10® a 10° UFC/g ou mL (BRASIL, 2008). E as culturas starter, que tem
a capacidade de inibir patogenos e aumentar a vida de prateleira do produto também
devem estar entre 10° a 10° UFC/g ou mL (VINDEROLA, 2011). Rivera-Espinoza &
Gallardo-Navarro (2008) recomendam que a concentracdo de ceélulas viaveis em
produtos carneos também seja de ao menos 10® a 10° UFC/g para a obtencéo da

funcionalidade fisiologica associada ao consumo dos alimentos probioticos.

2.3 Critérios para selecdo de bactérias probidticas

Para que possam ser utilizadas como probidticas, as cepas devem ser originadas
da microbiota intestinal de humanos sadios e satisfazer os requisitos de biosseguranca
guanto ao consumo por humanos (GRAS — Generally Recognized as Safe) (FULLER et
al., 1989; PAN et al, 2009). Conforme Lee et al. (1999) os critérios biolégicos
compreendem resisténcia ao baixo pH, suco gastrico, bile e suco pancreético e também
a atividade e viabilidade da cepa nas condi¢des providas pelo intestino, resultando na
capacidade de colonizar o trato intestinal humano por meio de mecanismos de
aderéncia as células intestinais (LUCKE, 2000; PIDCOCK et al, 2002; PAPAMANOLI et
al, 2003; DE VUYST 2008; RUIZ-MOYANO et al, 2008). O conceito de seguranga inclui
também a resisténcia aos antibidticos, tendo em vista que a capacidade de resisténcia
apresentada pelas bactérias utilizadas na fermentacdo de produtos carneos pode ser
transmitida geneticamente a outros micro-organismos (AMMOR e MAYO, 2007).

No entanto, o principal critério a ser avaliado para selecdo de bactérias lacticas

probidticas é a capacidade das cepas em conferir efeito benéfico ao hospedeiro,
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mediante interacdo probidtico/hospedeiro e prevencdo do risco de doencas (FAO/
WHO, 2001). Esses efeitos sobre a saude humana podem ocorrer de diferentes formas
de acordo com a especificidade da cepa: sendo algumas delas pela acdo antagonista
contra outros micro-organismos presentes no intestino (competicdo por nutrientes,
producdo de bacteriocinas ou exclusdo competitiva); pelo reforco do efeito barreira na
mucosa intestinal e/ou por efeito sobre o sistema imune do hospedeiro (VUYST et al.,
2008; PAN et al., 2009).

2.3.1 Caracteristicas tecnoldgicas dos probioticos para aplicacdo em produtos carneos

As culturas probioticas quando empregadas em produtos alimenticios também
devem ser selecionadas com base em critérios tecnoldgicos de producdo e com isso é
desejavel que essas apresentem boa multiplicacdo no produto a ser elaborado,
promovam propriedades sensoriais adequadas ou que ndo alterem as caracteristicas
sensoriais do produto e ainda que estejam estaveis e viaveis durante 0 armazenamento
e tempo de vida de prateleira do produto (OLIVEIRA et al., 2002).

2.3.1.1 Producéo de acido latico

z

A producdo de acido lactico é uma caracteristica importante na fabricacdo de
embutidos fermentados, pois a acidificacdo além de possuir efeitos positivos quanto a
seguranca alimentar ainda atua sobre as caracteristicas sensoriais do produto, pois
propicia a coagulacdo das proteinas miofibrilares ocasionando um aumento na firmeza
e coesividade do produto final e baixa atividade de agua. A reducdo do pH inibe o
crescimento de micro-organismos deterioradores e patogénicos, e durante a
fermentagdo contribui para a prevencdo do acumulo de aminas biogénicas prejudiciais
a saude (AMMOR & MAYO, 2007).



2.3.1.2 Resisténcia aos sais de cura

Os produtos carneos recebem a adicdo de cloreto de sédio (NaCl) e nitrito de
sédio (NaNO,) para a manutencdo da seguranca microbiolégica (ARIHARA & ITOH,
2000). Sendo assim, a resisténcia de culturas aos sais de cura é uma condicdo
essencial para o uso na producdo de embutidos carneos com propriedades probidticas
(PAPAMANOLI et al., 2003). Conhecidamente, as BAL sdo sensiveis ao sal e as
especiarias adicionadas em produtos fermentados. Portanto, é necessario que culturas
nativas desses produtos sejam selecionadas como inoculo por jA se apresentarem
adaptadas a esse meio adverso e para que estejam viaveis durante todo o processo de
maturacao desses produtos.

2.3.1.3 Producéao de bacteriocinas

As bactérias probidticas auxiliam na prevencdo de doencas diminuindo a carga
bacteriana por exclusdo competitiva ou pela produgédo de substancias com capacidade
de inibicdo bacteriana (VERSCHUERE et al., 2000). A utilizacdo das BAL se deve em
parte & sua capacidade de produzir compostos inibidores de bactérias patogénicas,
como bacteriocinas, perdxido de hidrogénio, &cido lactico e reuterina, essa produzida
pelo L. reuteri (FULLER, 1989). Estudos tém indicado que as bacteriocinas sédo as
principais substancias responsaveis pela atividade antimicrobiana mediada por
bactérias lacticas e tem recebido ampla atencéo pela industria alimenticia devido a sua
potencial aplicacdo na preservacdo de alimentos como substituto de conservantes
quimicos (SANTOS, 1993). Hernandez (2005) as define como sendo peptideos ou
proteinas liberadas no meio extracelular, que apresentam atividade bactericida ou
bacteriostética, sobretudo em bactérias gram-positivas.

Dentre os micro-organismos inibidos pela acdo das bacteriocinas de BAL
encontram-se importantes patégenos alimentares como Listeria monocytogenes,
Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus (SCHILLINGER &
HOLZAPFEL, 1996). Um grande numero de bacteriocinas sdo produzidas pela maioria
das espécies de BAL envolvidas na fermentacdo de salame, incluindo Enterococcus
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faecalis, Pediococcus pentosaceus, L. sakei, L. curvatus, L. plantarum e P. acidilactici
(TICHACZEK et al., 1992; FOEGEDING et al., 1992; ENAN et al., 1996; MACEDO et
al., 2013). Muitas das bacteriocinas produzidas pelas BAL inibem Listeria, mas somente
algumas poucas séo efetivas contra Bacillus, Clostridium e Staphylococcus (HUGAS,
1998).

A primeira bacteriocina a ser isolada e aprovada para o uso em alimentos foi a
nisina, a qual comecou a ser aplicada para controlar a proliferacdo de esporos de
Clostridium botulinum em queijos (CHUNG, 1989). Sendo a Unica aprovada para uso
como aditivo em alimentos (HANSEN, 1994; AL-HOLY et al., 2012).

2.3.1.3.1 Classificacao e mecanismo de ac¢ao das bacteriocinas

Em 1993, Klaenhammer propds a classificagdo das bacteriocinas em quatro
classes. No entanto, Cotter, Hill & Ross propuseram em 2005 uma nova classificacao,
na qual as bacteriocinas sdo subdividas em duas categorias: os lantibiéticos (classe I) e
0s nao lantibidticos (classe IlI) e os peptideos de alta massa molar, pertencentes a
classe Il passariam a ser denominadas bacteriolisinas. Sugerem ainda que a 42 classe
seja extinta, pois alguns autores como Cleveland (2001) acreditam que estes grandes
complexos peptidicos sdo na verdade artefatos de purificagdo parcial. A classe I, dos
lantibiéticos é subdividida em tipo A e tipo B. Os lantibiéticos do tipo A sdo alongados,
cationicos e formadores de poros. Os do tipo B sdo compactos, com estrutura globular,
inibidores enzimaticos e com atividade imunoldgica (VUYST, 1994). O principal
representante dessa classe € a nisina produzida por Lactococcus subsp. lactis,
amplamente utilizada pela industria de alimentos. Essa bacteriocina apresenta amplo
espectro de acao sobre L. monocytogenes, S aureus e B. cereus (RILLA et al., 2004), e
possui duplo mecanismo de acdo interferindo na sintese da parede celular e
promovendo a formagéo de poros acarretando em alteracdo da permeabilidade celular
com efluxo de moléculas essenciais e consequente morte celular (BREUKINK et al.,
1999).

A classe Il € composta por pequenos peptideos, menores que 10 kDa,

termoestaveis, geralmente com estrutura anfifilica, permitindo a insercdo na membrana
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plasmatica da célula alvo, promovendo despolarizacdo da membrana. Sao subdivididos
em 3 grupos: lla, Ilb e llc de acordo com Drider et al., (2006). A subclasse lla é
composta por bacteriocinas denominadas tipo-pediocina (pediocina-like), que possuem
alta especificidade contra o género Listeria monocytogenes. Seu mecanismo de acao
envolve a porgdo C-terminal responsavel pela insercdo na membrana celular do micro-
organismo alvo e desta forma promove a formacdo de poros e dissipacdo da forca
proton-motriz (KAISER & MONTVILLE, 1996). Em 1996, Ennahar e colaboradores
isolaram de queijo Munster uma linhagem de L. plantarum produtora de pediocina AcH
pertencente ao grupo lla, com alta especificidade contra L. monocytogenes sendo que
a transferéncia genética por conjugacdo entre Pediococcus e Lactobacillus spp. pode
ter ocorrido. A subclasse IlIb é formada por bacteriocinas heterodiméricas que referem a
acdo combinada de dois peptideos distintos, se empregados individualmente
apresentam atividade muito baixa (GARNEAU et al., 2002). As bacteriocinas da classe
llc apresentam uma unido covalente das terminacbes C e N resultando em uma
estrutura ciclica (KAWAI et al., 2004). Um dos principais representantes desse grupo é
a reutericina 6 produzida por L. reuteri, esta atua alterando a permeabilidade da
membrana por dois mecanismos distintos.

A terceira e Ultima classe € composta por proteinas >30 kDa, termolabeis, com
atividade e estrutura proteica complexas. Difere das demais bacteriocinas em seu
mecanismo de acao, pelo qual promove lise celular através da lise da parede celular.
Apresenta por¢ao C-terminal responséavel pelo reconhecimento da célula alvo e porgéo
N-terminal responsavel pela catalise da parede celular (LAI et al., 2002).

2.3.2 Caracteristicas fisiologicas de culturas lacticas probidticas para aplicacdo em
produtos carneos

2.3.2.1 Capacidade de resisténcia ao baixo pH e sais biliares

Duas das propriedades fisiolégicas fundamentais a uma cepa com potencial uso

probidtico sdo a resisténcia a acidez e a bile, visto que as BAL precisam sobreviver a

10



passagem através do trato gastrintestinal (ANNUK et al., 2003). Quando ocorre a
excrec¢do do acido cloridrico, o pH estomacal fica em torno de 0,9. No entanto, durante
0 processo digestivo, devido a presenca dos alimentos ocorre um aumento do pH para
niveis proximos de 3,0 permanecendo nesta faixa por 2 a 4 horas (TYOPPONEN et al,
2003).

Tendo em vista a conhecida sensibilidade da maioria das bactérias aos baixos
valores de pH, Collado & Sanz (2006) enfatizam que bactérias probitticas devem ser
ingeridas juntamente com o0s alimentos para que esses atuem como um tampao para
acidez estomacal.

A bile destr6i a camada lipidica e os acidos graxos da membrana celular dos
micro-organismos exercendo importante papel no mecanismo de defesa intestinal. Sua
acdo inibitéria é dependente da concentracdo de sais biliares em sua composi¢cao
(CHARTERIS et al., 2000; PAPAMANOLI et al., 2003). Alguns Lactobacillus sé&o
capazes de resistir & bile hidrolisando-a por meio da enzima hidrolase e essa
resisténcia também esta associada a outros fatores, como o sistema de resposta ao
estresse e aos elementos que envolvem a manutencdo da parede celular, ao
metabolismo energético, ao transporte de aminoacidos e a biossintese de acidos
graxos (TARANTO et al., 2006).

A concentracdo média de sais biliares no intestino humano é de 0,3%, sendo
essa a concentracao critica utilizada para a selecédo de bactérias resistentes a acao da
bile segundo Pennacchia et al. (2004). De acordo com Papamanoli et al., 2003 uma
reducdo do nimero de células viaveis de 10° a 10’ para 10° UFC/mL caracterizaria as

bactérias como tolerantes aos sais biliares.
2.3.3 Resisténcia microbiana

As bactérias, em geral, tém apresentado uma relevante resisténcia aos
antibioticos devido ao uso indiscriminado desses na terapéutica humana e como
promotores de crescimento na producdo animal. A resisténcia a um determinado

antibiotico pode ser inerente a espécie bacteriana ou género, classificada como
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intrinseca ou natural. A resisténcia adquirida ocorre por meio de aquisicdo de DNA
exdgeno ou por mutacdo de genes selvagens (EFSA, 2008). Na resisténcia intrinseca
as bactérias transmitem 0s genes somente a sua prole caracterizando uma
transferéncia vertical. Ja a transferéncia horizontal de genes tém se tornado um
problema, visto que bactérias benéficas, como por exemplo as BAL, podem transferir
esses genes a bactérias potencialmente patogénicas implicando em uma restricdo no
uso de antibiéticos com eficacia na terapéutica humana. Além disso, cepas portadoras
de resisténcia em seus plasmideos sdo consideradas imprOprias para 0 uso em
produtos probioticos tanto para humanos quanto para animais (SAARELA et al, 2000).

O contato das BAL com outras bactérias do trato gastrintestinal humano
possibilita a transferéncia horizontal de genes por meio diversos mecanismos entre 0s
quais, a conjugacado. Essa ocorre através de elementos médveis, como transposons e
plasmideos (TEUBER, 1999; HUMMEL, 2007).

Entre as décadas de 1960 a 1980 foram descobertos diversos antibioticos
através de triagens de produtos naturais microbianos, sendo a maioria destes eficazes
contra bactérias gram-positivas (FERNANDES, 2006). Dentre os grupos de antibiéticos
relevantes para o tratamento de micro-organismos gram-positivos esta a tetraciclina;
macrolideos (eritromicina); glicopeptideos (vancomicina), B-lactdmicos (ampicilina,
penicilina G); cloranfenicol; antibidticos sintéticos (trimetoprima); e fluoroquinolonas
(ciprofloxacina, norfloxacina). Cada um destes grupos difere no mecanismo de acao de
inibicdo bacteriana. Os B-lactdmicos atuam na enzima transpeptidase, existente
unicamente em bactérias, inibindo a formacédo de ligacdo cruzada entre as cadeias de
peptideoglicano e consequentemente a sintese correta da parede celular (WALSH,
2003). Os macrolideos agem na subunidade 50S ribossomal inibindo a sintese proteica
bacteriana. Os aminoglicosideos e tetraciclinas também inibem a sintese proteica
bacteriana, mas com alvo na subunidade 30S ribossbmica. Ja o grupo dos
glicopeptideos age no dipeptideo terminal D-Ala-D-Ala do peptideoglicano (CORDEIRO,
2010). Desta forma, ocorre uma complexacdo com as cadeias peptidicas néo ligadas e
bloqueio da transpeptidacdo, impedindo a formagdo da parede celular bacteriana
(PACE & YANG, 2006). As fluoroquinolonas atuam na enzima DNA girase, também
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conhecida como topoisomerase IV em bactérias gram-positivas apresentando
seletividade mil vezes maior para enzimas bacterianas que para as enzimas
correspondentes em células humanas (DRLICA, 2008).

Véarios estudos tém reportado resisténcia a antibidticos de BAL isoladas de
produtos carneos; algumas poucas espécies envolvidas na fermentagdo de salames,
como L. sakei, L. curvatus e L. plantarum. Entretanto, a maior parte dessa resisténcia
tem sido caracterizada como intrinseca e alguns determinantes genéticos e genes de
resisténcia tém sido identificados para cloranfenicol, eritromicina e tetraciclina. Esses
estudos sugerem que a transferéncia horizontal de genes possa ter ocorrido (AHN et
al., 1992; LIN et al., 1996; GEVERS et al., 2003).

2.4 Métodos de identificacdo e caracterizacdo molec  ular de bactérias probidticas

A identificacdo bacteriana tradicional, com base em caracteristicas fenotipicas
ndo é precisa como a identificagdo por métodos genotipicos. A sequéncia do RNA
ribossémico (rRNA) 16S com 1550 pb (pares de base) e é composta por regides
variaveis e conservadas. Essa regido ja foi determinada para um grande namero de
cepas e por ser uma regido conservada em grande parte dos micro-organismos é
comumente utilizada para identificacdo bacteriana (CLARRIDGE, 2004). Sondas de
oligonucleotideos complementares as regides 16S ou 23S do rRNA tém sido utilizadas
com sucesso para identificacdo de BAL, e por isso, sdo consideradas ferramentas
confiaveis e rapidas para a identificacdo bacteriana (AMOR et al., 2007). A Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) foi uma técnica desenvolvida por Kary Mullis em 1983 e é
hoje a técnica mais utilizada para identificacdo molecular de micro-organismos. Essa
técnica consiste na amplificacdo de uma regido selecionada do DNA pela adicdo um
par de oligonucleotideos (primers) para que se inicie a sintese de DNA a patrtir das fitas
simples geradas pelo aquecimento do DNA do genoma completo. S&o necessarios
cerca de 20-30 ciclos de reacdo, em que os produtos de cada ciclo servem como DNA -

molde para a sintese subsequente (ALBERTS et al., 2010). Primers sintetizados a partir
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de sequéncias do gene da proteina recA também tém sido utilizados para diferenciacao
de espécies de Lactobacillus com alta similaridade em seu genoma (TORRIANI et al.,
2001; PENNACCHIA et al., 2006; COSTA et al., 2011; ADIMPONG et al.,, 2012).
Diversas técnicas moleculares tém sido amplamente aplicadas para genotipagem de
bactérias acido lacticas e bifidas isoladas a partir de produtos alimenticios fermentados,
bem como do trato gastrintestinal de humanos (McCARTNEY, 2002), como as descritas

a sequir.

2.4.1 PCR em tempo-real

Outra técnica descrita para caracterizacdo de bactérias probidticas é a PCR em
tempo-real, que se baseia no monitoramento da amplificacdo do DNA alvo, por meio de
fluorescéncia. E uma técnica que serve para quantificacdo de bactérias isoladas de
diferentes amostras, na qual os processos de amplificacéo, deteccdo e quantificacédo de
DNA séo realizados em uma Unica etapa diminuindo os riscos de contaminacdo da
amostra e otimizando os resultados (SAUNDERS, 2004; MOHANIA et al., 2008). Em
2007, Kao e colaboradores identificaram varias espécies de Lactobacillus em produtos

probidticos utilizando essa técnica.

2.4.2 PCR Multiplex

A PCR Multiplex é uma reacdo de amplificacdo desenhada para deteccdo de
multiplas sequéncias alvo em uma mesma amostra (MOLINA e TOBO, 2004). A partir
do experimento realizado por Sul et al. (2007) foi possivel identificar duas espécies de
Lactobacillus e duas de Bifidobacterium utilizando essa técnica. Com uma Unica reacao
se distinguiram 4 diferentes espécies de BAL, proporcionando reducdo do tempo de

experimento e de custo comparado a reagdo de PCR convencional ou duplex.
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2.4.3 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

A “Random Amplified Polymorphic DNA” (RAPD) ou “DNA Polimérfico
Amplificado Arbitrariamente” consiste na utilizagcdo de apenas um primer que se liga a
multiplos locais ao longo de um genoma sem a necessidade de conhecimento prévio da
sequéncia que se pretende analisar. Sendo a PCR uma reacdo enzimética, as
concentracdes de DNA molde, dos componentes da PCR e o ciclo empregado pode
influenciar grandemente o resultado. Por conseguinte, a técnica de RAPD é
considerada laboratério-dependente e necessita de protocolos cuidadosamente
desenvolvidos para que seja reprodutivel (WILLIAMS et al., 1990; SANTOS, 2003).

2.4.4 Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP)

A “Restriction Fragment Lenght Polymorphism” (RFLP) ou “Analise do
Polimorfismo do Comprimento dos Fragmentos de Restricdo” envolve a digestdo do
DNA gendmico por enzimas de restricdo e o polimorfismo pode ser evidenciado por
hibridizacdo desses fragmentos com sequéncias homologas de DNA marcadas com
radioatividade ou compostos que desencadeiem uma reagdo de luminescéncia
(SAMBROOK et al., 1989). Giraffa e Neviani (2000) em estudo sobre a caracterizagao
molecular de Lactobacillus associados a alimentos identificaram cepas de L. pentosus,

L. plantarum e L. pseudoplantarum por meio da técnica RFLP.
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CAPITULO 3

3. IDENTIFICAGCAO MOLECULAR E AVALIACAO DO POTENCIAL PROBIOTICO DE
BACTERIAS LACTICAS NATIVAS ISOLADAS DE EMBUTIDOS FE RMENTADOS

RESUMO

Devido a busca por uma alimentacdo mais saudavel e que reduza os riscos de
doencas, o desenvolvimento de alimentos que promovam a saude e o bem-estar tem
aumentado consideravelmente. Entre esse grupo de alimentos estdo os probidticos,
que contribuem para o equilibrio da microbiota intestinal, além de estarem relacionados
a outros efeitos benéficos a saude, como supressdo do cancer de colén, reducdo do
colesterol e prevencdo de afec¢des do trato urogenital. Dentre os critérios para a
selecdo de cepas probidticas estdo a capacidade de producdo de compostos
antimicrobianos, capacidade de crescimento na presenca de carboidratos prebidticos e,
mais recentemente, a baixa capacidade de transferéncia de resisténcia antimicrobiana.
Este trabalho teve como objetivo a identificacdo e avaliacdo de caracteristicas
probidticas de cepas de Lactobacillus sp. isoladas de embutidos fermentados. Foram
testadas 54 cepas de Lactobacillus sp. isolados de produtos fermentados
comercializados na regido Sul do Pais provenientes de 16 municipios dos estados de
SC e PR. A identificacdo das cepas foi realizada mediante técnica de Multiplex PCR
com primers especificos. A resisténcia microbiana foi testada pelos métodos de disco
difusdo e gradiente para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) em
escala utilizando-se fitas de Etest®. Os antibidticos testados foram ampicilina,
cloranfenicol; eritromicina; estreptomicina, penicilina G e tetraciclina para ambas as
metodologias e ainda ciprofloxacina, gentamicina, norfloxacina, vancomicina e
trimetoprima somente por disco difusdo. A capacidade de ac¢do antimicrobiana foi
testada frente a Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus pela técnica de
difusdo por cavidade em agar. A capacidade de crescimento na presenca de
carboidrato prebidtico inulina foi avaliada em comparacdo ao crescimento medido em
DO na presenca de glicose, sacarose e branco (sem adicdo de acucar). Foi possivel
identificar genotipicamente 44 das 54 cepas como L. plantarum e 3 como L. pentosus.
As maiores frequéncias de resisténcia observadas para os antibidticos testados em
ambas as metodologias foram para ampicilina e estreptomicina. Na avaliagao
comparativa entre as metodologias de disco difuséo e Etest® verificou-se equivaléncia
estatistica pelo teste de Qui-quadrado x2 (p>0,05) para ampicilina, cloranfenicol,
eritromicina e penicilina G. Pela técnica de difusdo em agar nédo foi verificada a agao
antimicrobiana das 54 cepas contra L. monocytogenes e S. aureus. As cepas foram
capazes de utilizar a inulina como substrato para o crescimento e cinco delas foram
classificadas com melhor potencial probiotico. Conclui-se que as cepas possuem
caracteristicas probitticas para serem utilizadas como indculo, sendo necesséaria a
continuidade dos testes para selecdo e desenvolvimento de in6culo em embutidos
carneos.
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Palavras-chave: probidticos, produto carneo fermentado, salame, resisténcia
antimicrobiana.

ABSTRACT

Due to the quest for a more healthy diet and that reduce risk of disease, the
development of foods that promote the health and well-being has increased
considerably. Among this group of foods are the probiotics that contribute to the balance
of the intestinal microbiota, and are related to other beneficial health effects, such as
suppression of colon cancer, lowering cholesterol and preventing diseases of the
urogenital tract. Among the criteria for the selection of probiotic strains are the ability to
produce antimicrobial compounds, ability to grow in the presence of prebiotic
carbohydrates and, more recently, low ability to transfer antibiotic resistance. This study
aimed to identify and evaluate characteristics of probiotic strains of Lactobacillus sp.
isolated from fermented sausages. Fifty-four strains of Lactobacillus sp. strains isolated
from fermented products marketed in the southern region of the country, from 16
municipalities of the states of Santa Catarina and Parana were tested. The identification
of the strains was performed by Multiplex PCR. Antibiotic resistance was tested by disk
diffusion method and the minimal inhibitory concentration (MIC) using Etest® tapes. The
antibiotics tested were ampicillin, chloramphenicol, erythromycin, streptomycin, penicillin
G and tetracycline for both methodologies and still ciprofloxacin, gentamicin, norfloxacin,
trimethoprim and vancomycin only by disc diffusion. The ability of antimicrobial action
has been tested against Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus by
diffusion technique in agar per well. The ability to grow in the presence of inulin prebiotic
carbohydrate was evaluated in comparison measured in terms of growth in the presence
of glucose and sucrose. So, it was possible to identify genotypically 44 of 54 strains as
L. plantarum and 3 as L. pentosus. The highest frequencies of resistance observed for
the antibiotics tested in both methodologies were to ampicillin and streptomycin. In
benchmarking methodologies between disk diffusion and Etest® statistical equivalence
was found by chi-square x2 (p > 0.05) to ampicillin, chloramphenicol, erythromycin and
penicillin G. For the diffusion technique in agar was not observed antimicrobial action of
54 strains against L. monocytogenes and S. aureus. The strains were able to use inulin
as a substrate for growth and five of then were rated best probiotic potential. It was
concluded that the probiotic strains have characteristics to be used as inoculum but was
necessary to continue the test for selection and development of inoculum meat
sausages.

Keywords: probiotics, fermented meat product, sausage, antimicrobial resistance.
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3.1 INTRODUCAO

A crescente busca por uma alimentacdo mais saudavel e que reduza os riscos
de doencas tém levado pesquisadores de varios ambitos a incessante procura ou
elaboracdo de produtos alimenticios que proporcionem saude e bem-estar aos
consumidores, além de sua funcdo nutricional (SGARBIERI e PACHECO, 1999;
THAMER e PENNA, 2006). Varios micro-organismos tém sido utilizados como
probidticos, entre eles bactérias acido lacticas (BAL), ndo acido lacticas e leveduras. Os
géneros Lactobacillus, Bifidobacterium e em menor escala, Enterococcus faecium séo
0s mais frequentemente empregados como suplemento probiético em alimentos, uma
vez que tém sido isolados de todas as porgdes do trato gastrintestinal humano saudavel
(BIELECKA et al., 2002). A adicdo de micro-organismos desejaveis em produtos
carneos tem diferentes propdsitos, como melhorar a seguranca alimentar ocasionando
a inativacdo de patdgenos; melhora da estabilidade e promover a diversidade
microbiana e efeitos benéficos a satde (LUCKE, 2000).

A identificacdo das bactérias em nivel de espécie é importante para que se
conhecam 0s micro-organismos e suas caracteristicas, para sua futura utilizacdo como
in6culo no desenvolvimento de produtos com propriedades probidticas.

As BAL comumente empregadas em culturas starter em carnes Sdo 0s
Lactobacillus sakei, L. curvatus, L. plantarum, L. pentosus, L. casei, Pediococcus
pentosaceus e P. acidilactici (ERKKILA & PETAJA, 2001; PENNACHIA et al., 2004;
KLINGBERG et al., 2005). Esses micro-organismos desempenham um importante
papel na producdo de produtos fermentados e sédo considerados seguros (GRAS —
“generally recognized as safe”) (O'BRIEN et al, 1999). Tendo em vista as
caracteristicas adversas do meio carneo a uma série de micro-organismos, entre eles
aqueles considerados probioticos, varios estudos sugerem a selecdo de propriedades
probidticas em bactérias lacticas nativas presentes nos produtos carneos fermentados
e, portanto, ja adaptadas a essas condi¢cdes de crescimento. As culturas comerciais

poderiam proporcionar ao produto carneo as mesmas caracteristicas sensoriais e
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tecnoldgicas que as culturas starter tradicionais, além de acdes benéficas a saude
(HAMMES e HERTEL, 1998; LUCKE, 2000; MARAGKOUDAKIS et al., 2009).

Para que essas bactérias sejam consideradas probidticas, as mesmas devem
atender a uma série de critérios de selecdo, dentre estes, critérios bioldgicos,
fisiologicos e tecnolégicos (OLIVEIRA, et al. 2002). As bactérias com potencial
probidtico precisam necessariamente ser isoladas do trato gastrintestinal de humanos
sadios, ser tolerantes ao baixo pH e aos sais biliares presentes no trato gastrintestinais,
além de possuir capacidade de aderéncia & mucosa intestinal, producdo de compostos
antimicrobianos, serem metabolicamente ativas no intestino, e ndo possuirem genes
determinantes da resisténcia aos antibioticos (LEE et al, 1999; SAARELA et al, 2000).
Quanto aos critérios tecnologicos, estas devem promover propriedades sensoriais
adequadas ao produto, serem estaveis e viaveis durante o0 armazenamento resultando
em sua funcionalidade em produtos com aroma e textura adequados (OLIVEIRA et al,
2002).

Os mecanismos pelos quais as BAL inibem micro-organismos patogénicos e
deteriorantes incluem a producdo de acidos organicos, como acido lactico e acético,
producdo de peroxido de hidrogénio, diéxido de carbono, diacetil, acetaldeido e
substancias de natureza proteica, denominadas bacteriocinas. As bacteriocinas sao
compostos peptidicos sintetizados ribossomicamente e que geralmente tém como alvo

a membrana celular de bactérias gram-positivas (SAVADOGO et al., 2006).

3.2 OBJETIVOS DO ESTUDO

O presente estudo teve como objetivos identificar genotipicamente as bactérias
acido lacticas, avaliar a resisténcia microbiana pelo método de Disco Difus@o e pela
técnica de gradiente para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em
escala, fazer a avaliagdo comparativa entre as metodologias utilizadas para verificacao
da resisténcia a antibidticos. Bem como, verificar a producdo de compostos
antimicrobianos e capacidade de crescimento das bactérias nativas isoladas de

embutidos fermentados na presenca de carboidrato prebidtico.
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Isolamento bacteriano

Foram utilizadas 54 cepas nativas de bactérias lacticas previamente isoladas de
embutidos carneos dessecados, produzidos por fermentacdo espontanea fabricados
por pequenas empresas e comercializados em 16 municipios dos estados do Parana e

Santa Catarina, na regido Sul do Brasil, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Procedéncia das amostras de embutidos fermentados dessecados e semi-

dessecados nos estados do PR e SC e das cepas de BAL isoladas.

Procedéncia

Cepas isoladas

Nova Santa Rosa /PR
Porto Vitéria /PR
Araucéria /PR
Quatro Barras /PR

Curitiba /PR

Sulina/PR
S&o José dos Pinhais /PR
Santa Izabel do Oeste /PR
Guarapuava /PR
Rio Negrinho /SC
Concordia /PR
Rio Branco do Sul /PR
Japura /PR
S&o0 Jodo do Triunfo /PR
Campo Largo /PR
Prudentépolis /PR

22
32,35
44, 282, 283, 284 e 285
53
61, 192, 194, 195, 221, 224, 225, 226
227, 228, 229, 271, 341, 342, 343 e 433
102, 103 e 104
123, 131, 323, 411 e 442
175
201, 202 e 204
211, 212, 213, 214 e 215
231
251
293
364
385
484, 485, 501, 502, 503, 504 e 505
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As cepas foram mantidas em caldo de Man, Rogosa e Sharpe (MRS)
(MICROMED, Capivari, Duque de Caxias, RJ) com adicdo de 20% (v/v) de glicerol
estéril e armazenadas a -20 T em microtubos estéreis até o momento do uso. A
ativacdo das cepas foi realizada adicionando-se 100 pL da cultura em glicerol em tubos
contendo 8 mL de caldo MRS, que foram incubados por 18-24 h a 37 C.

3.3.2 Identificacdo das bactérias lacticas

3.3.2.1 Extracdo do DNA das bactérias lacticas

Em estudo realizado por Dalla Santa (2008) foram selecionadas dez do total de
cepas trabalhadas para identificagdo bioquimica pelo sistema APl 50CHL® (Bio-
Mérieux, Marcyl' Etoile, France). Pela analise do perfil bioquimico apresentado, nove
das culturas de cepas de lactobacilos foram classificadas como Lactobacillus plantarum
e uma como possivel Lactobacillus pentosus. No presente trabalho optou-se por
realizar a identificacdo genotipica das 54 cepas trabalhadas. A extracdo do DNA foi
realizada segundo protocolo descrito por Neumann e Pospiech (1995) com algumas
modificacbes, a partir da obtencdo da cultura crescida em caldo MRS (MICROMED,
Capivari, Duque de Caxias, RJ), overnight a 37 °C. Procedeu-se a coleta de 2 mL do
meio de cultura com crescimento e transferéncia para microtubo (KASVI, China), o qual
foi submetido a centrifugacdo a 3000 G por 10 min e posteriormente o sobrenadante foi
descartado. O precipitado foi ressuspendido em 500 pL de SET (75mM de NaCl; 25 mM
EDTA; 20mM Tris pH 7,5); adicionado lisozima na concentragéo final de 1mg/mL e
incubado a 37 °C por 1 h. Apos, adicionou-se 1/10 volume de SDS 10% e 0,5 mg/mL de
proteinase K; com posterior incubacéao a 55 °C por 2 h invertendo ocasionalmente. Foi
adicionado 1/3 do volume de NaCl 5M e 1 mL de cloroférmio; incubado a temperatura
ambiente por 30 min com inversao frequente. Em seguida foi centrifugado a 4500 G por
15 min transferindo a fase aquosa para um novo tubo.

Para precipitacdo do DNA foi adicionado igual volume de isopropanol gelado com
inversdo cuidadosa. Incubou-se a -20 °C overnight. Para continuacdo do processo de
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extracdo foi feita centrifugagédo a 4500 G por 5 min, desprezando-se o sobrenadante e
deixando secar a temperatura ambiente. Apés, o precipitado foi ressuspenco em 100 pL
de TE + RNAse e armazenado a -20 °C para posterior PCR. A presenca de DNA nas
amostras foi verificada em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo.

3.3.2.2 Amplificagcéo do gene recA

A amplificacdo do gene recA foi realizada pelo método de Multiplex PCR com a
utilizagéo dos primers planF (5-CCG TTT ATG CGG AAC ACC TA-3'), pentF (5'-CAG
TGG CGC GGT TGA TAT C-3), paraF (5'-GTC ACA GGC ATT ACG AAA AC-3) e um
anico primer reverse para todos pREV (5-TCG GGA TTA CCA AAC ATC AC-3)
objetivando amplificar uma sequéncia de 318 pares de base (pb) do genoma se L.
plantarum, 218 pb se L. pentosus e 107 pb se L. paraplantarum (BRINGEL et al., 2005;
PARENTE et al., 2010). O programa de PCR utilizado compreende uma desnaturagéo
inicial a 94 °C por 3 min seguidos de 30 ciclos de amplificagcéo, incluindo desnaturacéo
a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 56 °C por 10 segundos e extensao a 72 °C por
30 segundos, seguidos de uma extenséao final durante 5 min a 72 °C (TORRIANI et al.,
2001).

O volume final de cada reacao foi de 25 yL, sendo que os reagentes utilizados
foram: 2,5 yL de tampédo de PCR 10X, 1 pL de cloreto de magnésio 50mM, 4 uL de
deoxirribonucleotideos trifosfato 1,25 mM, 1,25 pL de cada um dos primers com
concentracdo de 10 pmol/uL, 0,4 uL de Taq DNA polimerase 5U, 10,1 pyL de agua ultra
pura estéril e 2 yL da amostra de DNA.

Apoés a técnica de Multiplex PCR, a amplificacdo das cepas foi verificada em gel

de agarose 1,5% corado com brometo de etideo.

3.3.2.3 Sequenciamento dos amplicons

Apoés a purificacdo, foi feita a reacdo de sequenciamento utilizando os mesmos

primers e 0 mesmo programa descrito anteriormente, porém com a concentracdo dos
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iniciadores de 5 pmol/ul. Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado 5 pL do produto
amplificado e purificado; 4 pL de reativo Dyenamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit da GE Life Science (composto por enzima, dNTPs, ddNTPs marcados
com fluorescéncia e tampdes) e 1 pyL de iniciador direto ou reverso, totalizando um
volume final de 10 pL. Apos isso, o produto obtido foi purificado por precipitagdo com
acetato de amonia 7,5 M e, em seguida, as amostras foram ressuspensas em 10 yL de
“loading buffer for MegaBACE” para posterior analise em sequenciador automatico
MegaBace 1000. Os parametros de injecédo dos fragmentos de PCR no sequenciador

foram de 3 kV por 80 s, e durante a corrida foram de 9 kV por 120 min a 25 <.

3.3.2.4 Andlise das sequéncias

Os eletroferogramas gerados pelo sequenciador foram analisados com o uso do
software Chromas lite 201 (Technelysium Pty Ltd), e suas sequéncias comparadas com
sequéncias depositadas nas bases de dados RDP (http://rdp.cme.msu.edu) e BLAST

do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.4 RESISTENCIA MICROBIANA

3.4.1 Método de disco difusédo (Kirby Bauer)

Para verificacdo da resisténcia microbiana foram utilizadas 54 cepas de bactérias
lacticas (BAL) nativas obtidas de salames coloniais produzidos por fermentacao
espontanea. As cepas foram crescidas em caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS). Os
antibioticos testados foram ampicilina (10ug); ciprofloxacina (5ug); cloranfenicol (30uQ);
eritromicina (15ug); gentamicina (10pg); estreptomicina (10upg); norfloxacina (10uQ);
penicilina G (10U); tetraciclina (30ug); vancomicina (30upg) (Laborclin; Pinhais/ PR,
Brasil) e trimetoprima (5pg) (Sensifar; Sdo Paulo/SP, Brasil) foram escolhidos por

serem antibioticos clinicamente relevantes na terapéutica humana.
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Uma suspensdo com densidade equivalente a 0,5 na Escala de McFarland em
solucédo salina (9 mL) foi espalhada em trés dire¢cdes em agar MRS, girando a placa 90°
a cada passo. As placas foram incubadas a 37 T por 24 h. O 4gar MRS foi utilizado
com intuito de promover um bom crescimento dos lactobacilos, pois 0 meio Mueller-
Hinton, preconizado para testes de resisténcia antimicrobiana ndo promoveu um bom
crescimento dos micro-organismos. Para interpretacdo dos dados foram utilizados os
pontos de corte de resisténcia propostos para Lactobacillus sp. por Charteris et al.,
(1998) para os seguintes antibioticos: penicilina G (£ 19 mm), vancomicina (< 14 mm),
tetraciclina (£ 14 mm), cloranfenicol (£ 13 mm) e eritromicina (< 13 mm). Para ampicilina
foi utilizado critério proposto para Enterococcus sp. e para trimetoprima foi utilizado
critério para Staphylococcus sp., ambos preconizados pela norma M100-S21 do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011). Para os demais antibiéticos,
norfloxacina, estreptomicina, gentamicina e ciprofloxacina, as cepas foram
consideradas resistentes, pois os halos de inibicdo formados foram inferiores a 9 mm
(CLSI, 2011).

3.4.2 Técnica de gradiente para determinacdo da CIM em escala

Para avaliagcdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) também foram testadas
as mesmas 54 cepas bacterianas nativas isoladas de embutidos produzidos por
fermentagdo espontanea. Os antibidticos testados foram: ampicilina; estreptomicina,
cloranfenicol; eritromicina; penicilina G e tetraciclina utilizando-se fitas de Etest® nas
concentracdes de 0,016 a 256 pg/mL (bioMérieux; Marcy-I'Etoile, France). Como critério
de interpretacdo foram utilizadas as normas M45-A2 do CLSI (2010) para penicilina G e
da Technical Guidance — Update of antibiotic resistance criteria do European Food
Safety Authority (EFSA, 2008) para ampicilina, eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol e
estreptomicina. Esses critérios, propostos especificamente para o género Lactobacillus
sp.

Em todas as andlises foi utilizada como controle a cepa de Escherichia coli
ATCC 25922. Essa cepa foi ativada em caldo tripticase de soja (TSB) a 37 C por 24 h.
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Para o teste de resisténcia, os discos ou fitas de antibidticos foram aplicados sobre agar
Mueller Hinton previamente semeado com cepa de E. coli.

3.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA POR DIFUSAO POR CAVIDA DE EM AGAR

As bactérias lacticas foram cultivadas em 50 mL de caldo MRS a 37 C por 48 h.
O caldo foi centrifugado a 4500 G por 15 min e o sobrenadante foi filtrado por filtracdo
em membrana com poros de 0,22 pym (GVWP Durapore, Millipore). O pH do
sobrenadante foi ajustado em 6,5 utilizando NaOH 1N para eliminar a inibicdo causada
pela presenca de &cido latico. Em seguida 40 ul do sobrenadante foram tratados com
catalase (300 U.mL™) (C1345 Sigma-Aldrich) com o objetivo de evitar a inibicdo pela
presenca de perdxido de hidrogénio (H,0,).

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Listeria monocytogenes (ATCC 19117)
foram cultivadas em tubos com 10 mL de caldo tripticase de soja (TSB) e “Brain Heart
Infusion” (BHI), respectivamente a 37 °C por 18 h. Posteriormente, 100 pL de cada uma
das estirpes foram transferidas separadamente a Erlenmeyers contendo caldo BHI semi
sélido (adicionado de 0,8% de agar bacteriol6gico) a fim de se obter uma concentracao
de 5 a 6 log UFC/mL™. O &agar semi-sélido (20 mL) foi transferido para uma placa de
Petri e apdés a solidificacdo foram feitos dois pocos de 8 mm de didmetro. Foram
adicionados 40 yL do sobrenadante neutralizado no primeiro poco, e no segundo 40 uL
do sobrenadante neutralizado contendo catalase. As placas foram mantidas a
temperatura ambiente por 4 h, para permitir a difusdo do sobrenadante no agar e
posteriormente foram incubadas a 37 € por 24 h (HARRIS et al., 1989). Os halos de
inibicdo foram medidos em milimetros e a inibicdo foi considerada positiva quando a
largura medida da borda da colénia a borda do halo de inibi¢cdo foi superior a 0,5 mm
(SCHILLINGER; LUCKE, 1989).
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3.6 CAPACIDADE DE CRESCIMENTO NA PRESENCA DE CARBOI DRATO
PREBIOTICO

O carboidrato prebidtico inulina (Orafti®) foi utilizado para o teste da capacidade
de crescimento das bactérias lacticas em comparacdo com glicose e sacarose,
utilizados como carboidratos controle e um teste em branco, sem adicao de carboidrato.
As cepas foram cultivadas em caldo MRS a 37 °C por 18 h. A partir dessa cultura, 1 mL
foi transferido para tubo estéril e cetrifugado a 4500 G por 10 min. O precipitado foi
ressuspenso em 20 mL de caldo MRS (pH 6,2) preparado sem a adicdo de glicose e
contendo 2% de inulina ou dos carboidratos controle. O crescimento das culturas foi
monitorado apos 0, 4, 8 e 24 h de incubacédo a 37 °C pela medida da absorbancia a 600
nm (PENNACCHIA et al., 2006).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados estatisticamente pela descricdo das frequéncias
absolutas e relativas. As frequéncias de resisténcia e sensibilidade antimicrobiana das
cepas de Lactobacillus spp. foram expressas em porcentagem e a comparacdo dos
resultados obtidos pela técnica de disco difusédo e gradiente para determinagédo de CIM
em escala (Etest®) foi realizada pelo teste de qui-quadrado (x2) com nivel de
significancia de 5%.

A comparacdo do crescimento das cepas de Lactobacillus na presenca de
carboidrato prebiotico nos intervalos de tempo inicial (Oh) e final (24h) foi realizada pelo
teste t com nivel de significancia de 5% utilizando o programa Statgraphics Centurion
XVI Version 16.1.11©. E para comparagdo do crescimento entre os agucares testados
foi realizada analise de variancia nos tempos inicial (Oh) e final (24h) utilizando-se o

mesmo programa estatistico.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS BACTERIAS ACIDO LAC TICAS

Pela técnica de Multiplex PCR seguida de corrida eletroforética para verificagdo
da amplificacdo das cepas observou-se que 41 cepas resultaram na presenca de
bandas com 318 pb para a espécie L. plantarum conforme escala do marcador
molecular de 50 pb (Invitrogen), 3 cepas foram classificadas como L. pentosus pela
presenca de bandas com 218 pb. Algumas amostras foram sequenciadas e trés das
cepas (225, 227 e 285) que ndo haviam amplificado no gel foram classificadas como L.
plantarum. A ndo amplificacdo de algumas das cepas pode ter sido ocasionada por
quantidade insuficiente de DNA na reacdo e ainda por ndo pertencerem as espécies,
para as quais foram utilizados primers especificos. Duas amostras tiveram um padréo
inespecifico de amplificagdo, com aparecimento de duas bandas (103 e 282) como
representado nas Figuras 2 e 3.

Outros autores tém reportado a utilizacdo de primers sintetizados a partir de
sequéncias do gene da proteina recA para diferenciacdo entre espécies proximas de
Lactobacillus, como L. plantarum, L. paraplantarum e L. pentosus (TORRIANI et al.,
2001; COSTA et al., 2011; ADIMPONG et al., 2012). Pennacchia e colaboradores em
2006 também utilizaram iniciadores baseados no gene recA com a técnica de Multiplex
PCR, que possibilita a deteccdo de multiplas sequéncias alvo em uma mesma amostra
e atraveés desta puderam identificar as espécies L. plantarum, L. paraplantarum e L.
pentosus isoladas de embutidos fermentados demonstrando que o0s primers

selecionados séo eficazes para identificacdo de espécies de Lactobacillus sp.
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Figura 2 — Amplificacéo das cepas de bactérias acido lacticas em gel de agarose 1,5% do produto de
PCR corado com brometo de etideo N - E.coli, B - branco, PM (Padrao de Peso Molecular) 1 (cepa 22), 2
(32), 3 (35), 4 (44), 5 (53), 6 (61), 7 (61), 8 (102), 9 (103), 10 (104), 11 (123), 12 (123), 13 (131), 14 (175),
15 (192), 16 (194), 17 (195), 18 (201), 19 (202), 20 (204), 21 (211), 22 (212), 23 (213), 24 (214), 25 (215),
26 (221), 27 (224), PM, 28 (225), 29 (226), 30 (227), 31 (228), 32 (229), 33 (231), 34 (251), 35 (271), 36
(282), 37 (283), 38 (284), 39 (285), 40 (293), 41 (323), 42 (341), 43 (342), 44 (343) e 45 (364).
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Figura 3 - Amplificagdo das cepas de bactérias acido lacticas em gel de agarose 1,5% do produto de
PCR corado com brometo de etideo: PM (Padrdo de Peso Molecular), B (Branco), 46 (cepa 385), 47
(411), 48 (433), 49 (442), 50 (484), 51 (485), 52 (501), 53 (502), 54 (503), 55 (504) e 56 (505).

4.2 RESISTENCIA MICROBIANA

Do total de cepas testadas pela técnica de gradiente para determinacdo de CIM
em escala verificou-se resisténcia a 4 dos 6 antibioticos testados. As maiores
frequéncias observadas foram para ampicilina, com 58,8% das cepas resistentes e
estreptomicina, com 54,2% das cepas resistentes a esse antibiotico. Também houve
resisténcia a eritromicina e ao cloranfenicol com menor frequéncia, de 7,69% e 1,92%,
respectivamente. Todas as cepas foram sensiveis a tetraciclina e a penicilina G por

esse método como demonstrado na Figura 4.
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Figura 4 - Frequéncia de resisténcia e sensibilidade microbiana das cepas de
Lactobacillus sp. isoladas de embutidos fermentados pelo método de gradiente para

determinacédo da CIM

Pelo método de disco difusdo foram testados 11 antibioticos e verificou-se que
houve resisténcia a 9 antibidticos. Todas as cepas foram resistentes a vancomicina,
norfloxacina, estreptomicina, gentamicina e ciprofloxacina, 92,6% foram resistentes a
trimetoprima, 59,3% a ampicilina, 42,6% a tetraciclina e 5,56% a eritromicina. Contudo,

100% das cepas foram susceptiveis ao cloranfenicol e a penicilina G (Figura 5).
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Figura 5 - Frequéncia de resisténcia e sensibilidade microbiana das cepas de
Lactobacillus sp. isoladas de embutidos fermentados pelo método de disco difusdo
(Kirby Bauer)

Em ambas as técnicas foram testados 6 antibioticos: ampicilina, estreptomicina,
eritromicina, cloranfenicol, tetraciclina e penicilina G. Considerando a resisténcia para
os antibioticos testados pelos dois métodos, as maiores frequéncias observadas foram
para estreptomicina e ampicilina. Na avaliacAo comparativa das metodologias
utilizadas, Etest® e disco difusdo, para a resisténcia e sensibilidade microbiana das
cepas de Lactobacillus sp, verificou-se equivaléncia estatistica pelo teste de qui-
guadrado (p= 0,05) para 4 dos 6 antibidticos testados (Tabela 2). Para estreptomicina e
tetraciclina foi observada diferenca entre os dois métodos (p< 0,05), sendo verificada
maior frequéncia de resisténcia pelo método de disco difusdo em comparagdo ao
Etest®, 100% contra 54,2% e 42,6% contra 0%, respectivamente.

Para ampicilina, cloranfenicol e eritromicina ndo houve diferenca estatistica (p >
0,05) entre as metodologias e para penicilina G, as metodologias tiveram frequéncias

numeéricas iguais de resisténcia, com 100% de concordancia.
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Tabela 2. Comparacdo da frequéncia (%) e concordancia (%) de resisténcia e
sensibilidade de bactérias acido lacticas isoladas de embutidos fermentados aos
antibidticos testados pelos métodos de disco difusdo e de gradiente para determinagéo
da CIM em escala utilizando fitas de Etest®.

Resisténcia Sensibilidade
Antibiotico DD Etest® Concord.% DD Etest® Concord.%

AMP 59,3% 58,8% 99,15 40,7% 41,2% 98,78
EST* 100% 54,2% 54,2 0% 45,8% ok

ERI 5,56% 7,69% 72,3 94,44% 92,31% 97,74
CLO 0% 1,92% ok 100% 98,08% 98,08
TET* 42,6% 0% ok 57,40% 100% 57,40
PEN 0% 0% 100 100% 100% 100

AMP (Ampicilina), EST (Estreptomicina), ERI (Eritromicina), CLO (Cloranfenicol), TET (Tetraciclina), PEN
(Penicilina G) na concentracao de 0,016 a 256 pug/mL
DD = disco difusdo; Concord. = concordancia (%) entre as metodologias

*p<0,05 *** = nimero de resultados insuficiente para aplicacdo do teste

Apesar de ambas as técnicas usadas se basearem na formacdo de halos de inibicao,
elas diferem no fato da disco difusdo ser uma metodologia qualitativa, que fornece uma
classificacdo de acordo com o tamanho do halo formado, em milimetros, podendo ser
resistente, intermediario ou sensivel a determinado antibidtico. Por sua vez, o Etest® é
um teste quantitativo, pelo uso de um gradiente pré-formado e estavel do
antimicrobiano, que permite determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do
antibidtico para cada micro-organismo testado. O método de disco difusdo se mostrou
efetivo para testes de triagem da resisténcia microbiana, sendo que a técnica de
gradiente para determinacdo da CIM se torna onerosa devido ao alto custo das fitas de
Etest®, principalmente quando se trabalha com grande nimero de amostras. Na

literatura consultada verificou-se poucos trabalhos relacionados a comparacdo de
resisténcia antimicrobiana pelo método de disco difusdo e de concentragdo inibitdria
minima por Etest® para o género Lactobacillus sp. Entre esses trabalhos, Mayrhofer et
al. (2008) verificou alto coeficiente de correlacéo (r = 0,84 a 0,98) entre esses métodos

para a sensibilidade de Lactobacillus acidophillus frente a eritromicina, estreptomicina e
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tetraciclina, e coeficiente de correlacdo moderado (r = 0,63 a 0,83) para ampicilina,
gentamicina e vancomicina. No presente trabalho observou-se diferenca significativa
entre os métodos testados para estreptomicina e tetraciclina, diferindo do relatado pelos
autores citados.

Swenson (1990) descreve concordancia de 82,1% para penicilina, 64,3% para
tetraciclina, 85,7% para cloranfenicol e 81 % para eritromicina entre os métodos de
microdiluicdo e disco difusdo em estudo com espécies de Leuconostoc, Pediococcus e
Lactobacillus. Thornsberry (1985) em publicacdo sobre procedimentos automatizados
para testes de susceptibilidade antimicrobiana sugere que a concordancia entre as
metodologias de disco difusdo e microdiluicdo seja superior a 90%. No presente estudo
as porcentagens de concordancia de sensibilidade para ampicilina, eritromicina,
cloranfenicol e penicilina G estiveram acima de 90%.

De modo geral, os lactobacilos possuem resisténcia intrinseca a bacitracina,
kanamicina, gentamicina, metronidazol, estreptomicina, trimetoprima e vancomicina
(POZZA et al., 2011). Entéo, apesar de ter ocorrido uma alta frequéncia de resisténcia
aos agentes antimicrobianos testados (vancomicina, ciprofloxacina, norfloxacina,
gentamicina, estreptomicina e trimetoprima), o género Lactobacillus, conhecidamente
apresenta resisténcia natural a estes antibiéticos e devido a isso, os isolados ndo
podem ser considerados multirresistentes, 0 que se caracterizaria caso as cepas
fossem resistentes a quatro ou mais dos antibiéticos testados.

Quanto a multirresisténcia, considerando somente os antibioticos para os quais o
género Lactobacillus ndo possui resisténcia intrinseca (ampicilina, cloranfenicol,
eritromicina, penicilina G e tetraciclina) (KLARE et al., 2007; FLOREZ et al., 2006) pela
técnica de disco difusédo 48,1% das cepas avaliadas foram resistentes a apenas um dos
antibidticos testados, 29,6% a dois antibidticos e 22,2% n&o foram resistentes a
nenhum dos cinco antibidticos.

Na técnica de Gradiente para determinacdao da CIM, 60,8% das cepas
apresentaram resisténcia a um antibiotico, 3,92% a dois dos antibidticos e 35,3% néo

apresentaram resisténcia aos cinco antibioticos testados.
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Zhou et al. (2005) menciona que muitas BAL sao resistentes a antibidticos. No
entanto, essa resisténcia € frequentemente intrinseca e ndo transmissivel. Os
resultados obtidos neste trabalho sdo condizentes com outros estudos, nos quais a
resisténcia intrinseca a vancomicina e a ciprofloxacina foram reportadas para
Lactobacillus sp. (CHARTERIS et al., 1998; GEVERS et al, 2000). A resisténcia a
vancomicina de Lactobacillus heterofermentativos é intrinseca devido a presenca de D-
Ala-D-lactato em sua camada de peptideoglicano em lugar do dipeptideo normal D-Ala-
D-Ala (KLEIN et al., 2000).

Considerando a CIM obtida para cada um dos antibioticos, 29% das cepas foram
inibidas com 3 pg/mL de tetraciclina; para eritromicina 35% das cepas apresentaram
CIM de 0,38 pg/mL; para cloranfenicol e ampicilina, 52% e 51% das cepas,
respectivamente, tiveram seu crescimento inibido com a concentracdo de 3 pg/mL. Com
0 uso da penicilina G, 36% das cepas foram inibidas com CIM de 0,38 pg/mL e com
estreptomicina, 38% das cepas foram inibidas com concentracdo de 24 pg/mL, como
demonstrado na Tabela 3.

A EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) em
compilagdo de dados de diversos estudos sobre a distribuicdo dos valores de CIM da
espécie L. plantarum relata que das 120 cepas testadas 38,33% (46) foram inibidas
com a concentracdo de 0,25 pg/mL de ampicilina, 73,33% (88) com 1 pg/mL de
eritromicina, 65,83% (79) foram inibidas com 128 pg/mL de estreptomicina e 87,5%
(105) tiveram seu crescimento inibido com a concentracdo de 16 pg/mL de tetraciclina
(EUCAST, 2013). No presente estudo a maior parte das cepas foi inibida com menor
valor de CIM para os antibidticos tetraciclina, eritromicina e estreptomicina. Somente

para ampicilina o valor referido de inibigdo foi maior do que o relatado pela EUCAST.
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Tabela 3. Distribuicdo dos valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) de seis antibidticos para cepas de
Lactobacillus sp. nativas isoladas de embutidos fermentados

Antibiotico Isolados (%) e seus respectivos valores de CIM (ug/mL)
0,094 0,125 0,19 0,25 0,38 0,50 0,75 1 1,5 2 3 4 6 8 12 16 24 32
Tetraciclina 4 8 29 15 19 13 10 2
Eritromicina 4 2 11 35 28 8 4 4 2
Cloranfenicol 17 52 21 8
Ampicilina 4 2 35 51 8
Penicilina G 2 9 9 36 26 2 7 7 2
Estreptomicina 8 4 33 38 17
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Ammor et al. (2007) em estudo sobre resisténcia intrinseca e adquirida de
BAL e bifidobactérias reportam que 34,48% (10) das cepas de L. plantarum foram
inibidas com concentracdo de 16 pg/mL com uso de tetracilcina, 44,83% (13) tiveram
seu crescimento inibido com 0,5 pg/mL de eritromicina e 32 pg/mL de
estreptomicina; e 55,17% (16) com concentragdo de 4 pg/mL com uso de
cloranfenicol. As concentragdes de inibicdo do citado estudo e no presente trabalho
se assemelham para os antibidticos cloranfenicol e eritromicina e em menor grau,
para estreptomicina.

Em estudo sobre a sensibilidade antimicrobiana de L. plantarum, Florez et al.
(2006) descreveram que 59,1% (39) das cepas foram inibidas com concentracao de
0,25 pg/mL de ampicilina, 34,7% (42) com CIM de 1 pug/mL para eritromicina, 25.6%
(31) das cepas foram inibidas com concentracdo > 128 pg/mL de estreptomicina e
42,1% (51) com 16 pg/mL de tetraciclina. Os resultados para estreptomicina desses
autores foram superiores aos do presente estudo em que a maior CIM obtida foi de
32 pg/mL. No estudo mencionado o meio utilizado foi 0 “LSM” (LAB susceptibility test
medium), meio proposto para testes de susceptibilidade para bactérias acido lacticas
por KLARE et al., 2005.

Zarazaga et al. (1999) em estudo in vitro sobre a acdo de antibiéticos contra
Lactobacillus relataram alto indice de resisténcia da espécie L. plantarum a
penicilina. Esse resultado contrapde o resultado obtido no presente trabalho onde
100% das cepas testadas foram susceptiveis a penicilina G.

A distribuicdo dos valores de CIM é importante, pois possibilita aos autores
propor o estabelecimento de pontos de corte para Lactobacillus sp. para os
antibioticos testados e para os quais nao ha definicdo de pontos de corte. Uma vez
que, o préprio CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) recomenda pontos
de corte de outros géneros e espécies em testes de resisténcia microbiana para

Lactobacillus sp. devido a inexisténcia de pontos de corte para o género.

4.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA POR DIFUSAO EM CAVIDAD E DE AGAR

Autores tém reportado efeito bactericida do extrato livre de células de isolados

de L. plantarum frente a bactérias gram negativas, 0 que € bastante interessante,
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visto que poucos extratos de BAL demonstraram atividade antimicrobiana frente a
esse grupo de bactérias atuando, sobretudo em bactérias gram positivas. Como
exemplo, a plantaricina 35d (MESSI et al., 2001) e bacteriocinas produzidas pelas
cepas ST194BZ, ST414BZ e ST664BZ de L. plantarum (TODOROV & DICKS,
2005), que foram capazes de inibir Aeromonas hydrophila, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli. Considerando que a confirmacdo de atividade
antimicrobiana € definida pela formacéo de halo de inibicdo com medida superior ou
igual a 0,5 mm para técnica de difusdo em pocos (SCHILLINGER; LUCKE, 1989),
nenhum dos 54 isolados produziu halo com medida acima da citada para ambos o0s
patogenos testados (Listeria monocytogenes - ATCC 19117 e Staphylococcus
aureus - ATCC 25923).

Zanette (2010) em estudo sobre os efeitos da adicdo de cultura starter
bacteriocinogénica produzida por L. plantarum sobre L. monocytogenes em linguica
colonial relata que o sobrenadante de 30 das cepas isoladas, que apresentaram
inibicdo bacteriana através da técnica de spot-on-lawn, quando submetidos a técnica
de difusdo em pocos, somente quatro apresentaram atividade inibitoria frente aos
isolados de L. monocytogenes. Comparando a largura dos halos de inibicdo obtidos
entre as ténicas mencionadas, a autora verificou que houve reducéo significativa da
atividade antimicrobiana quando utilizados os sobrenadantes livres de células na
técnica de difusdo em pocos em comparacdo aos halos formados na técnica de
spot-on-lawn, em que as BAL sdo semeadas em superficie em placa contendo TSA
(Agar Soja Triptona) adicionado de 0,6% de extrato de levedura e posteriormente
incubadas em anaerobiose a 30 T por 24 h. ApOs ess a etapa, as placas com 0s
cultivos de BAL recebem sobrecamada de 8 mL do agar BHI semi-sélido contendo L.
monocytogenes. Entédo incubadas em anaerobiose a 37 T por 24 h sen do a inibicao
verificada pela presenca de halo translicido ao redor da colénia (LEWUS; KAISER;
MONTVILLE, 1991).

Carvalho et al. (2006) obtiveram resultados semelhantes evidenciando que
das 18 culturas de BAL isoladas de salames obtidos por fermentacéo espontanea na
regido Sul do Brasil, apenas uma cultura apresentou atividade antilisteria quando
realizado ensaio de difusdo em pocos. Existem relatos sobre a variagcdo da
sensibilidade das cepas de L. monocytogenes frente a diferentes bacteriocinas. De

acordo com Castellano et al., (2001) essa variacdo esta relacionada a constituicdo
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da membrana celular e a sua composicdo lipidica. Zanette (2010) avaliando a
natureza protéica do composto inibidor relata que os sobrenadantes nao tiveram
reducdo significativa da atividade antilisteria quando submetidos a tratamento
térmico. No entanto, na presenca de enzimas ocorreu a inativacdo da atividade
antimicrobiana determinando que o composto produzido possa ser um peptideo
termoestavel e possivelmente classificado como uma bacteriocina da classe Illa com
especificidade contra Listeria monocytogenes. Prado et al. (2000) reportam atividade
inibitoria direta frente a Listeria monocytogenes Scott A e ATCC 7644 de 32% das

bactérias lacticas isoladas de embutidos curados.

4.4 CAPACIDADE DE CRESCIMENTO NA PRESENCA DE CARBOI DRATO
PREBIOTICO

Comparando o crescimento entre 0s acgucares no tempo inicial (Oh) e final
(24h) observou-se que as cepas de bactérias lacticas identificadas como 22, 192,
204, 224 e 225 tiveram melhor desempenho na presenca do carboidrato prebidtico
inulina, visto que no tempo inicial partiram de valores de DO sem diferenca

significativa entre os agucares conforme Figura 6a.
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Figura. 6 - Cepas de Lactobacillus sp. com melhor desempenho de crescimento em
meio contendo inulina (prebidtico) na concentracdo de 2% apods 24 h em relacdo aos

acucares controle (glicose e sacarose) e meio sem adi¢cdo de carboidrato (branco)
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Na avaliacdo do crescimento de Lactobacillus sp. na presenca de inulina,
29,6% (16) dos isolados se mostraram superiores (p < 0,05) as demais cepas quanto
ao crescimento entre os tempos 0 e 24 horas conforme demonstrado na Tabela 4
demonstrando que as cepas foram capazes de utilizar a inulina como substrato para
seu crescimento. A diferenca entre o crescimento bacteriano observado na presenca
dos diferentes acucares se deve ao fato de a glicose, por tratar-se de um
monossacarideo, ser utilizada prontamente pelas bactérias lacticas. A inulina, por
ser um polissacarideo constituido de uma cadeia de 60 unidades de frutose ligadas
entre si e a uma molécula de glicose terminal (CARABIN e FLAMM, 1999), necessita
ser degradada previamente a sua utilizacao.

No presente estudo, 51,8% das cepas tiveram maior DO na presenca do
carboidrato sacarose em relacdo aos demais carboidratos, inclusive glicose. utilizado
como controle. Hijum et al. (2002) observaram a producdo da enzima
frutosiltransferase por cepas de Lactobacillus, particularmente L. reuteri, capaz de
sintetizar inulina a partir da sacarose. A presenca dessa enzima e a consequente
sintese de inulina a partir da sacarose poderiam justificar a maior densidade Optica
observada para o meio contendo sacarose nessas cepas de Lactobacillus.

Pennacchia et al. (2006) em estudo sobre o potencial probidtico de cepas de
Lactobacillus isolados de embutidos fermentados observaram bom crescimento das
cepas de L. plantarum com valores >3,0 (DOegoo) durante as 30h de incubag&o na
presenca dos acUcares glicose e sacarose. Essas cepas foram capazes de
fermentar os quatro carboidratos prebi6ticos testados, (fruto-oligossacarideo,
galacto-oligossacarideo, isomalto-oligossacarideo e lactulose). A inulina foi o Unico
carboidrato prebidtico ndo fermentado por nenhuma das cepas pertencentes a
espécie L. plantarum, sendo que a Unica espécie de lactobacilo capaz de fermentar
o prebidtico foi a L. paracasei.

No entanto, Nagpal e Kaur (2011) em estudo sobre a avaliacdo do efeito
simbidtico de prebidticos sobre a atividade in vitro de lactobacilos probidticos
relataram que o menor tempo de duplicacédo durante o armazenamento foi para cepa
L. plantarum M5 seguida da cepa Chl com utilizacdo de inulina. Estes autores
concluiram que o crescimento e viabilidade em presenca de prebi6ticos foram

encontrados como sendo especificos de cada cepa e que a viabilidade dos
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lactobacilos foi maior com a inulina, do que em relacdo a oligofrutose, lactulose,

raftilose e mel.

Tabela 4. Crescimento das melhores cepas de Lactobacillus sp. (DOgp+DP) na

presenca de 2% de inulina entre os tempos 0 e 24 h.

DO gy Nos tempos 0 e 24 h e DP

Cepa 0 24 Cepa 0 24

22 0,039+0,00°  0,496+0,03" 231 0,111+0,02% 0,199+0,01°
53 0,067+0,00°  0,504+0,00" 282 0,038+0,01* 0,305+0,01°
192 0,102+0,02°  0,493+0,04" 341 0,063+0,03* 0,475+0,07°
202 0,061+0,02° 0,751+0,07° 343 0,088+0,02% 0,475+0,07°
204 0,078+0,03% 0,569+0,05" 411 0,123+0,03% 0,475+0,07"
224 0,084+0,02°  0,441+0,01° 442 0,079+0,03* 0,475+0,07°
225 0,111+0,03*  0,208+0,03" 501 0,079+0,03* 0,475+0,07°
228 0,091+0,02°  0,246+0,08" 503 0,089+0,00% 0,475+0,07°

* médias seguidas por letras diferentes na mesma linha referentes a mesma cepa indicam diferenca

significativa (p<0,05) DP = desvio padréo
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5. CONCLUSAO

Das 54 cepas isoladas de embutidos fermentados comercializados em 16
municipios dos estados do PR e SC foi possivel identificar genotipicamente 44
cepas como Lactobacillus plantarum e 3 como L. pentosus.

Pela avaliacdo da CIM, as maiores frequéncias de resisténcia microbiana
encontradas foram para ampicilina (58,8%) e estreptomicina (54,2%). Pelo método
de disco difusdo, considerando a resisténcia adquirida, houve maior frequéncia a
trimetoprima (92,6%), a ampicilina (59,3%), a tetraciclina (42,6%) e a eritromicina
(5,56%). Contudo, nenhuma das cepas mostrou multirresisténcia aos antibiéticos
considerados de resisténcia adquirida para o género. Os métodos de disco difusao e
de gradiente para determinacdo de CIM em escala nao tiveram diferenca
significativa para ampicilina, cloranfenicol, eritromicina e penicilina G.

N&ao foi verificada a producdo de compostos antimicrobianos contra Listeria
monocytogenes e Staphylococccus aureus pelas bactérias lacticas utilizando a
técnica de difusdo em pocos, o que nao indica que elas ndo produzam bacteriocinas.

Dentre as cepas testadas, 5 delas (22, 192, 204, 224 e 225) tiveram melhor
desempenho de crescimento na presenca do carboidrato prebidtico inulina em
relacdo a um dos acgucares controle. Dessas cepas, a 22 e 204 foram susceptiveis a
todos os antibioticos considerados de resisténcia adquirida (AM, CL, EM, PV e TE) e
as demais apresentaram resisténcia a ampicilina em pelo menos um dos métodos
testados. Sendo assim, essas 5 cepas foram classificadas como as com melhor
potencial probiético para continuarem na selecéo de cepas para o desenvolvimento
de in6culo probiotico.

Dentre as cinco melhores cepas, 4 delas (22, 192, 204 e 225) foram

identificadas como L. plantarum. E a cepa 224 como L. pentosus.
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CAPITULO 4

6. CONCLUSAO GERAL

O presente estudo permitiu verificar que as cepas de bactérias acido lacticas
testadas apresentam potencial para serem utilizadas como inéculo probiético em
produtos carneos, pois nao apresentaram multirresisténcia e foram capazes de
crescer na presenca de inulina.

Contudo, com vistas a sequéncia na selecdo de cepas para O
desenvolvimento de inéculo probiotico, recomenda-se a realizagdo de outros testes
para avaliar a capacidade tecnolOgica das cepas, como 0s de resisténcia aos sais de
cura e ao processamento de salame, e ainda testes complementares de capacidade
fisiologica. Entre esses, destacam-se os testes de identificacdo de determinantes
genéticos de resisténcia aos antibidticos, possibilitando estimar a possibilidade de
transferéncia de genes a outras bactérias presentes no trato gastrintestinal. Além
disso, sugere-se a realizacdo de testes de capacidade de tolerancia ao baixo pH,
aos sais bilares e de producédo de exopolissacarideos para avaliar a sobrevivéncia
das cepas no processo digestivo e de capacidade de aderéncia as células do epitélio

intestinal.
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