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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo caracterizar linhagens autéctones de
enterococci e lactobacilli com potencial bioprotetor contra Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Escherichia coli e Enterococcus faecalis. Para tal, 98
linhagens de BAL geneticamente nao redundantes, previamente isoladas de
produtos lacteos foram identificadas como lactobacilli (n=48) e enterococci (n=50)
por PCR. Apos confirmacdo da diversidade genética por REP-PCR, as linhagens
foram identificadas por MALDI-TOF como Lactiplantibacillus plantarum (N=14),
Lacticaseibacillus paracasei (N=12), Lacticaseibacillus rhamnosus (N=12),
Lactiplantibacillus  pentosus (N=4), Limosilactobacillus fermentum (N=2),
Lactobacillus jonhsonii (N=1), Lentilactobacillus hilgardii (N=1), Lentilactobacillus
parabuchneri (N=1), Levilactobacillus brevis (N=1), Enterococcus faecium (N=31),
Enterococcus faecalis (N=17) e Enterococcus durans (N=4). A identificagcdo foi
confirmada por PCR para L. plantarum, L. paracasei, L. rhamnosus e L. brevis. Nos
ensaios de bioprotecao in vitro, as linhagens de enterococci foram mais efetivas
contra S. agalactiae, enquanto as de lactobacilli inibiram S. aureus, E. coli e E.
faecalis (p < 5%). Maior potencial bioprotetor foi observado em linhagens de
Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus paracasei, Lacticaseibacillus
rhamnosus, Lactiplantibacillus pentosus, Lentilactobacillus hilgardii, Lentilactobacillus
parabuchneri, Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis. Indicios de inibicdo
por atividade de bacteriocinas foram observados em linhagens de L. plantarum
(972), L. plantarum (794), uma de E. faecalis (681) e duas de E. faecium [7(23) e
15(74)], nas quais se observou a perda de atividade inibitéria na presenga de
enzimas proteoliticas. Todas as linhagens foram analisadas quanto ao perfil de
resisténcia aos antibidticos penicilina G, ampicilina, vancomicina, gentamicina,
estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina e clotrimoxazol e
apresentaram suscetibilidade a pelo menos quatro antibidticos. Linhagens de

lactobacilli apresentaram alto indice de resisténcia a Vancomicina (n=44, 91,6%) e



Cotrimoxazol (N=22, 45,83%) apresentando suscetibilidade principalmente aos
antimicrobianos Cloranfenicol (N=43, 89,58%) e Eritromicina (N=43, 89,58%).
Linhagens de enterococci exibiram maior taxa de resisténcia a Eritromicina (N=23,
44,23%) e Penicilina G (N=21, 40,38%) com elevada suscetibilidade ao Cloranfenicol
(N=49, 94,23%) e a Vancomicina (N=47, 90,38%). Duas linhagens de L. plantarum
(82 e 88), uma de E. faecalis (18) e duas de E. faecium (41 e 46) foram escolhidas
para continuidade da pesquisa em projetos futuros por apresentarem maior potencial
bioprotetor e indicios de inocuidade. Mais estudos sdo necessarios para caracterizar
0S mecanismos de bioprotecdo, bem como, para garantir a seguranga destes
microrganismos antes da sua utilizagdo no desenvolvimento de bioprocessos e/ou

bioprodutos industriais.

Palavras-chave: Bactéria latica, Enterococcus, inocuidade, bioprotecéo,

bacteriocina.



ABSTRACT

This work aimed to characterize autochthonous strains of enterococci and
lactobacilli with bioprotective potential against Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Escherichia coli and Enterococcus faecalis. To this end, 98 genetically
non-redundant LAB strains, previously isolated from dairy products, were identified
as lactobacilli (n=48) and enterococci (n=50) by PCR. After confirmation of genetic
diversity by REP-PCR, the strains were identified by MALDI-TOF as
Lactiplantibacillus  plantarum (N=14), Lacticaseibacillus paracasei (N=12),
Lacticaseibacillus rhamnosus (N=12), Lactiplantibacillus pentosus (N=4)
Limosilactobacillus fermentum (N=2), Lactobacillus jonhsonii (N=1), Lentilactobacillus
hilgardii (N=1), Lentilactobacillus parabuchneri (N=1), Levilactobacillus brevis (N=1),
Enterococcus faecium (N=31), Enterococcus faecalis (N=17) and Enterococcus
durans (N=4). ldentification was confirmed by PCR for L. plantarum, L. paracasei, L.
rhamnosus and L. brevis. In in vitro bioprotection assays, enterococci strains were
more effective against S. agalactiae, while lactobacilli strains inhibited S. aureus, E.
coli and E. faecalis (p < 5%). Greater bioprotective potential was observed in strains
of Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus paracasei, Lacticaseibacillus
rhamnosus, Lactiplantibacillus pentosus, Lentilactobacillus hilgardii, Lentilactobacillus
parabuchneri, Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis. Evidence of
inhibition by bacteriocin activity was observed in strains of L. plantarum (972), L.
plantarum (794), one of E. faecalis (681) and two of E. faecium [7(23) and 15(74)], in
which the loss of inhibitory activity was observed in the presence of proteolytic

enzymes. All strains were analyzed for their resistance profile to the antibiotics



penicillin G, ampicillin, vancomycin, gentamicin, streptomycin, tetracycline,
chloramphenicol, erythromycin and clotrimoxazole and showed susceptibility to at
least four antibiotics. Lactobacilli strains showed a high rate of resistance to
Vancomycin (n=44, 91.6%) and Cotrimoxazole (N=22, 45.83%) presenting
susceptibility mainly to the antimicrobials Chloramphenicol (N=43, 89.58%) and
Erythromycin (N=43, 89.58%). Enterococci strains exhibited a higher rate of
resistance to Erythromycin (N=23, 44.23%) and Penicillin G (N=21, 40.38%) with
high susceptibility to Chloramphenicol (N=49, 94.23%) and Vancomycin (N=47,
90.38%). Two strains of L. plantarum (82 and 88), one of E. faecalis (18) and two of
E. faecium (41 and 46) were chosen to continue research in future projects as they
present greater bioprotective potential and evidence of harmlessness. More studies
are needed to characterize the bioprotection mechanisms, as well as to guarantee
the safety of these microorganisms before their use in the development of

bioprocesses and/or industrial bioproducts.

Keywords: Lactic acid bacteria, Enterococcus, safe, bioprotection, bacteriocin.
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1 INTRODUGAO

Linhagens de lactobacilli e enterococci desempenham papéis importantes em
diversos processos biologicos, sendo amplamente estudadas devido aos seus
efeitos benéficos, especialmente no contexto da microbiota intestinal e fermentagao
de alimentos. Esses microrganismos podem gerar diversos compostos
antimicrobianos, como acidos organicos (principalmente acido latico), peroxido de
hidrogénio e bacteriocinas, as quais tém a capacidade de inibir microrganismos
patogénicos e/ou deteriorantes (Castro et al., 2016; Kamimura et al., 2019; Margalho
et al., 2020), ao fermentar os carboidratos da matriz, ou seja, dos produtos lacteos. .
Portanto, estes géneros apresentam diversas oportunidades de exploragao
biotecnoldgica, inclusive por alguen deles ja obterem um histoérico de uso seguro e
serem considerados como potencialmente probidticos, que segundo a RDC
291/2018 € qualquer microrganismo que, quando administrado em quantidades
adequadas, confere algum tipo de beneficio ao individuo (ANVISA, 2018; Peng et
al., 2020).

A bioprospecgdo de microrganismos benéficos envolve a exploragao de
diversas fontes, incluindo ambientes naturais como solos e aguas, microbiomas de
diferentes organismos, colegdes de cultura mantidas em laboratérios, e simbioses
entre organismos. Esses esfor¢cos visam identificar microrganismos com potencial
industrial, agricola e médico, impulsionando descobertas que vao desde a produgao
de biocombustiveis até o desenvolvimento de novos medicamentos e produtos
agricolas. A prospeccao de microrganismos benéficos presentes no leite e seus
derivados € conduzida devido ao interesse cientifico e industrial em potenciais
aplicagdes. O leite € reconhecido como um ambiente propicio ao desenvolvimento
de uma diversidade de microrganismos, alguns dos quais podem apresentar
propriedades vantajosas para a saude humana. Além disso, esses microrganismos
desempenham um papel essencial na fermentacdo de produtos lacteos,
influenciando diretamente suas caracteristicas organolépticas e sensoriais. A
identificacdo e caracterizacdo desses microrganismos € crucial para otimizar os

processos de fermentacdo e para o desenvolvimento de alimentos funcionais que
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possam promover beneficios a saude, como a inclusdo de probidticos. Em suma, a
prospecg¢ao desses microrganismos visa tanto aprimorar a producdo de alimentos
quanto contribuir para a oferta de opgbdes alimentares que possam promover a
saude e o bem-estar humano (Mozzi, 2015; Sanlibaba & Cakmak, 2016). O género
predominante em queijos artesanais e no leite € Enterococcus (Arcuri et al., 2013;
Bruno et al., 2007; Carvalho, 2007; Castro et al., 2016 Dias et al., 2014; Fialho et al.,
2018; Kamimura et al., 2019). No entanto, essa predominancia esta sujeita a uma
série de influéncias, que abrangem desde a questdo dos animais até as condigbes
de temperatura e ambiente, dentre outros fatores. As bactérias do género
Enterococcus spp., demonstram notavel capacidade de crescimento e sobrevivéncia
em ambientes adversos. Elas estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo
encontradas no solo, na agua e em produtos vegetais e animais n&o processados. O
género Enterococcus desempenha um papel crucial no desenvolvimento das
caracteristicas sensoriais em produtos fermentados, contribuindo por meio de
geragao de compostos aromaticos volateis e da sua atividade lipolitica e proteolitica,
além de sua habilidade em metabolizar o citrato (Prichula et al., 2013; Tebaldi et al.,
2008; Menezes et al., 2014).

Os lactobacilli, que sao bactérias Gram-positivas com significativo valor
biotecnoldgico que estdo naturalmente presentes em ambientes ricos em nutrientes,
incluindo alimentos, ragdes, plantas, animais e o trato intestinal humano (Duar et al.,
2017). No contexto humano, as espécies de lactobacilli fazem parte da microbiota
intestinal residente, desempenhando um papel crucial em diversos beneficios para a

saude (llinskaya et al., 2017).

A producéao de acido latico por lactobacilli, a partir da fermentagao, contribui
para a preservacdo de alimentos, inibindo o crescimento de microrganismos
indesejados. Além disso, algumas cepas de lactobacilli também produzem
substancias antimicrobianas que ajudam na inibicdo de patégenos (Evivie et al.,
2017). Portanto, os lactobacilli sdo amplamente empregados como bioprotetores
para preservar alimentos, principalmente os de origem lactea (Gueimonde et al.,
2013). Considerando a heterogeneidade do género Lactobacillus (n=261 espécies),

Zheng et al. (2020) sugeriram a redistribuicdo das espécies em 25 géneros levando
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em consideracao a filogenia do genoma central, identidade de bases nitrogenadas,
genes de assinatura, critérios fisioldogicos e a ecologia dos organismos. Essa
reclassificacdo reflete a posicdo filogenética dos microrganismos e agrupa
lactobacilos em clados robustos com propriedades ecolégicas e metabdlicas
compartilhadas. De acordo com Silva (2016), espécies de lactobacilli desempenham
um papel fundamental no desenvolvimento das caracteristicas sensoriais distintas
nos queijos ao longo do processo de maturagdo. Assim como os lactobacilli, os
enterococci também sdo capazes de acidificar o produto lacteo para bioprotecéo

contra microrganismos deteriorantes ou patogénicos (Evivie et al., 2017).

Bioprotegdo refere-se ao uso de microrganismos benéficos para proteger
produtos alimenticios contra deterioragdo ou contaminagdo microbiana indesejada,
seja por microrganismos patogénicos ou deteriorantes. Essa abordagem busca
substituir ou reduzir a dependéncia de produtos quimicos sintéticos na preservagao
de alimentos. Os microrganismos indesejados podem ser prejudiciais tanto para o
consumidor, podendo causar doengas, quanto para o produto final (Lopes et al.,
2023). As espécies mais comumente encontrados contaminando alimentos
derivados do leite sdo Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus
agalactiae e Enterococcus faecalis. Essas espécies podem causar deterioragdo no
alimento ou adoecer o consumidor final. Estudos tem mostrado que culturas
bioprotetoras podem ser utilizadas paera controle dessas bactérias, por isso este
trabalho teve como objetivo avaliar o poder antagdnico de lactobacilli e enterococci
frente a patdgenos Gram positivos e Gram negativos importantes na cadeia

produtiva do leite.

A utilizagcado de lactobacilos e enterococos para a preservagao biolégica de
alimentos pode ocorrer por diferentes meios: i) competindo por nutrientes e espago
com microrganismos indesejados, dificultando o seu desenvolvimento; ii) gerando
acido latico para acidificar o ambiente, criando condigdes desfavoraveis para muitos
microrganismos patogénicos; iii) produzindo substancias antimicrobianas, como
bacteriocinas, que exibem propriedades inibitérias contra outros microrganismos
(Lopes et al., 2023).
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Bacteriocinas sado peptideos que possuem caracteristicas como
termoestabilidade, alto ponto isoelétrico e facilidade de digestdo pelo trato
gastrointestinal humano. Geralmente, essas substéncias alteram a permeabilidade
da membrana plasmatica, formando poros e induzindo a saida de moléculas de
baixo peso molecular da bactéria alvo. As bacteriocinas sao proteinas
antimicrobianas produzidas por bactérias, capazes de inibir o crescimento ou matar
outras bactérias, incluindo cepas patogénicas. Elas desempenham um papel
importante na competicdo entre microrganismos em ambientes naturais e tém
potencial aplicagcdo como agentes antimicrobianos em diversos setores, incluindo a
industria de alimentos e a medicina (Ljungh e Wadstrom, 2006; Chen e Hoover,
2003).

Enterocinas, por sua vez, sdo bacteriocinas produzidas por microrganismos
do género Enterococcus, apresentando propriedades antimicrobianas capazes de
inibir o crescimento de outros microrganismos, incluindo os patogénicos. Os
enterococos, conhecidos por serem produtores de enterocinas, utilizam essas
substancias como parte de seu sistema de defesa para competir com outros
microrganismos no mesmo ambiente. O mecanismo de acado das enterocinas varia,
mas muitas delas prejudicam a integridade da membrana celular das bactérias-alvo,
e algumas também afetam processos metabdlicos especificos nos microrganismos
inibidos (Grande Burgos et al., 2014; Abriouel et al., 2010; Huang et al., 2013).

No contexto da industria alimenticia, as bacteriocinas produzidas pelos
lactobacilos despertam interesse devido a sua capacidade de atuarem como
conservantes naturais. Diferentes cepas de lactobacilos podem gerar diferentes tipos
de bacteriocinas, sendo nisina, acidocina, lactocina e plantaricina algumas das mais
comuns. Semelhante as enterocinas, esses peptideos desempenham papel crucial
como agentes antimicrobianos na competicdo em ambientes desafiadores (Todorov,
2009; Nilsen et al., 2020).

As plantaricinas, predominantemente produzidas por L. plantarum, mas
também identificadas em Lactiplantibacillus paraplantarum e L. pentosus, agem
causando danos a membrana celular das bactérias-alvo. Além disso, algumas

plantaricinas influenciam processos metabdlicos especificos nas bactérias inibidas.
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Cepas de lactobacilos que produzem plantaricinas sao utilizadas como probiéticos
devido aos potenciais beneficios para a saude intestinal, contribuindo para a
capacidade dessas cepas probidticas de competir e inibir o crescimento de bactérias
patogénicas no trato gastrointestinal (Todorov et al., 2009; Machado, 2023; Londofio
et al., 2015).

As enterocinas e plantaricinas podem ser consideradas as melhores
bacteriocinas para conservar alimentos em geral, para saude animal, humana e para
a cadeia produtiva do leite, quando comparadas com os antimicrobianos
comercialmente disponiveis. De forma diferente destes antimicrobianos, as
bacteriocinas ndo conferem resisténcia antimicrobiana a microbiota natural do
individuo, n&o deixam residuos nos produtos de origem animal, podem ser uteis no
controle de infecgdes e na redugdo ou eliminagdo de patdgenos entéricos e sao

mais seguras (Melo et al., 2005).

Enterococci e lactobacilli se mostram promissores na bioprotegcdo de
alimentos e na inibicao de microrganismos indesejados. Nesse contexto e
considerando a crescente preferéncia por produtos naturais, a aceitacdo de
linhagens de lactobacilli e enterococci pela industria e érgéos reguladores, o objetivo
desse trabalho foi caracterizar lactobacilli e enterococci isolados da cadeia produtiva
de queijos artesanais quanto a identificacdo taxonomica, atividade antagonista
contra deteriorantes e patogenos,sensibilidade a antimicrobianos e natureza das

substadncias antimicrobianas produzidas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICRORGANISMOS UTILIZADOS

No presente estudo, foram utilizadas inicialmente 140 BAL (58 bastonetes e
82 cocos) pertencentes a colegcédo de trabalho da linha de pesquisa em bactérias do
acido latico da Embrapa, sediada em Juiz de Fora, MG, previamente isoladas de
queijo coalho artesanal, leite cru, massa de queijo e de queijo artesanal provenientes
de varios estados e regides brasileiras . Os isolados em forma de bastonete foram
previamente identificados como lactobacilli e os isolados em forma de cocos foram
triados, para identificagdo de enterococci, ambos por PCR género especifica. Os
estoques microbianos foram conservados em leite com glicerol 10%, congelados a -
20°C. A recuperagao das amostras foi feita por estrias de esgotamento a partir de 10
ML do estoque e inoculagdo em placas de Petri contendo agar MRS e incubadas por
48h a 35°C em condicbes de aerobiose. As analises subsequentes foram realizadas
apenas com isolados pertencentes aos grupos dos lactobacilli e enterococci, apos

confirmada a identificacio.

2.2 FORMAGAO DA COLECAO DE TRABALHO E IDENTIFICACAO TAXONOMICA
DE LINHAGENS DE ENTEROCOCCI E LACTOBACILLI

A dissimilaridade genética entre os 140 isolados bacterianos foi avaliada por
Rep-PCR, assim como proposto por Versalovic et al. (1994), utilizando o kit da
Promega (Promega Corporation, USA). Cada reacgao consistiu em tampéao 1X, 1,5
mM de MgClz2, 0,2 mM de dNTPs, 2 mM de Primer REP-PCR (Tabela 1) e 0,06 U/uL
de Taq DNA Polimerase em um volume final de 25 pL. Com o auxilio de uma

ponteira P10, uma col6nia foi adicionada em cada reagdes. O seguinte programa foi
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utilizado no termociclador GeneAmp PCR Sistem 9700 (Applied Biosystems, USA)
para amplificacédo: 1 ciclo (95°C por 15 minutos), 30 ciclos (95°C por 30 segundos,

40°C por 1 minuto e 65°C por 8 minutos) e um ultimo ciclo (65°C por 10 minutos).

As reagdes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% (Ludwig
Biotec, Brasil), utilizando ddp 80v por aproximadamente 120 minutos. Em cada gel,
foi utilizado marcador 1Kb DNA Ladder (Promega Corporation, USA) nas primeira e
ultima canaletas. Ao final da corrida, os géis foram corados em brometo de etideo
0,01% (Sigma-Aldrich, USA) por 8 minutos e em seguida, banhados em agua
destilada por 2 a 3 horas. A fotodocumentacgéo das imagens dos géis foi realizada no
equipamento L'PIX EX (Loccus Biotecnologia, Brasil) para visualizagado das regides

amplificadas.

Imagens dos géis foram salvas diretamente como arquivos em formato TIFF e
os perfis eletroforéticos foram analisados utilizando o software Bionumerics®
v.6.6.11 (Applied Maths, Belgium). A similaridade entre os perfis digitalizados foi
calculada usando coeficiente de Jaccard; e a relagdo entre as cepas avaliadas
através da construgdo de dendrogramas utilizando o algoritmo UPGMA (Gevers,
Huys, Swings, 2001).

2.3 EXTRACAO DE DNA DAS BACTERIAS LATICAS ENTEROCOCCI E
LACTOBACILLI

O DNA gendmico de todas as BAL geneticamente distintas foi extraido e
purificado com o método que utiliza fenol-cloroférmio, descrito por Hesselbarth e
Schwarz (1995). O DNA foi quantificado em espectrofotdbmetro Nanodrop; a solugao
contendo o DNA extraido foi diluida e armazenada em microtubos na concentragao
de 25 ng/uL a — 20°C.

2.4 IDENTIFICACAO EM NiVEL DE GENERO POR MEIO DE PCR MONOPLEX
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Inicialmente, todos os isolados foram submetidos a identificagdo em nivel de
género por PCR (DUBEMET et al., 2002; SENAN et al., 2008; DEYSE et al., 2000).
As reacdes foram realizadas utilizando colénia bacteriana como fonte de DNA
molde. Como branco, foi utilizada uma mistura da mesma reacao de PCR sem
adicdo de DNA. Apds a amplificacéo, as reagdes foram congeladas para posterior
analise. As reacgdes de PCR monoplex para o antigo género Lactobacillus spp. € 0
género Enterococcus spp. foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%
(Ludwig Biotec, Brasil), utilizando ddp 120v por aproximadamente 120 minutos.
Como padrao de tamanho molecular, foi utilizado o marcador 100bp DNA Ladder da
Promega (Promega Corporation, USA). Ao final da corrida, os géis foram corados
com brometo de etidio 0,01% (Sigma-Aldrich, USA) por 8 minutos e, em seguida,
banhados em agua destilada. A fotodocumentacéo foi feita no fotodocumentador

LPIXEX (Loccus Biotecnologia, Brasil) para visualizagao das regides amplificadas.

Todas as coldnias com a forma de bacilos foram submetidas a identificagao
molecular utilizando oligonucleotideos especificos para o “antigo” género
Lactobacillus, como proposto por Dubernet et al. (2002) e Senan et al. (2008). Como
controle positivo da PCR foram wusados 25 ng de DNA genOmico de

Lacticaseibacillus casei previamente extraido e purificado.

Para os isolados com a forma de cocos, foram feitas reacbes de PCR
monoplex para a identificagdo de isolados pertencentes ao género Enterococcus
spp., como proposto por Deyse et al. (2000). A modificagao foi apenas a substituicéo
de NH4 16mM por tampé&o 5x na reacgao final da PCR. Como controles positivos das
PCRs foram realizadas reacbes a partir de aliquotas de 1 uL de amostras de DNA
genbmico de Enterococcus faecalis na concentragdo de 25 ng/uL (previamente

extraido e purificado).
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Tabela 1 - Primers utilizados no estudo afim de identificar os géneros de BAL

isoladas de leite cru, massa de queijo e queijo artesanal

Taman
ho do
Amplic
Nome Locus Género Alvo Sequéncia5 -3 on Referéncia
LBLM CTCAAAACTAAACAAAGTT
r16S Dubemet et al.
A1 TC
Lactobacillus (2002) e
250 pb
spp. Senan et al.
r16S/23S CTTGTACACACCGCCCGT (2008)
R16-1 ITS CA
E1
Enterococcus ~ TCAACCGGGGAGGGT Deyse et al.
r16S 733 pb
spp. (2000)
E2 ATTACTAGCGATTCCGG
GCGTCCCTCCATTGTTCA
REP- AACAAG Almeida
r16S - -
PCR (2014)
GTGGTGGTGGTGGTG

2.5 IDENTIFICAGAO POR MATRIX-ASSISTED LASER DESORPTION IONIZATION
— TIME OF FLIGHT (MALDI-TOF)

A identificagdo taxondmica das linhagens de lactobacilli e enterococci
geneticamente nao redundantes foi realizada também por MALDI-TOF, seguindo o
procedimento proposto por Nacef et al.,, 2017. Os perfis de proteinas foram

adquiridos em triplicata a partir das culturas bacterianas, seguindo o protocolo de
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extracdo com etanol/acido formico. Duzentos microlitros do caldo de cultura foram
coletados e passaram por duas lavagens com agua Milli-Q estéril por centrifugacéo
a 16.000 g por 1 minuto. Apdés remover o sobrenadante, o precipitado celular foi
ressuspendido em 300uL de agua Milli-Q estéril. As bactérias foram ent&o inativadas
com a adicdo de 900uL de etanol absoluto (Sigma-Aldrich). Apds centrifugacao a
16.000 g por 2 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi seco ao ar
ambiente por 10 minutos. A extracdo das proteinas celulares foi realizada pela
adicdo de 10uL de acido formico 70% (Sigma-Aldrich) ao sedimento, seguido por
10uL de acetonitrila pura (Sigma-Aldrich). A mistura foi homogeneizada, novamente
centrifugada (16.000g/2 minutos). Entdo, 1 yL do sobrenadante foi aplicado em um
poco da placa de MALDI (Bruker Daltonics) e seco ao ar ambiente. Cada amostra foi
recoberta com 1uL da matriz para MALDI, acido a-ciano-4-hidroxicinamico (Sigma-
Aldrich), em uma solugdo contendo 50% de acetonitrila e 2,5% de &cido
trifluoracético (v/v), seguido de secagem ao ar. Os espectros de massas foram
adquiridos usando um espectrémetro de massas Autoflex Il SmartBeam (Bruker
Daltonics) equipado com um laser de 200Hz, operando em modo linear positivo, com
uma faixa de massa de 2.000 a 20.000 Daltons. A calibracdo externa foi realizada
usando a mistura de calibrantes padrao Bacterial Test Standard (Bruker Daltonics).
Os parametros do equipamento incluiram uma tenséo de fonte 1IS1 de 20kV, tensao
de fonte 1S2 de 18,55kV, tensdao de lente de 8,80kV e um tempo de retardo de
extracdo de ions de 240ns. Foram realizados disparos de laser aleatérios com uma
taxa de amostragem de picos de 0,5GS/s, totalizando 2000 espectros, que foram
somados e processados usando o algoritmo de detecgao de picos tipo centroide do
programa FlexControl 3.3 (Bruker Daltonics), resultando no espectro bruto de cada
amostra, sendo consideradas identificacdo de alta confianca quando os valores de
pontuacdo (score value) ficaram entre 3,0 e 2,0; de média confianga quando os
scores ficaram entre 1,70 e 1,99; e como néo identificavel scores menores que 1,69
(Nacef et al., 2017).
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2.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTAGONISTA DAS LINHAGENS DE
ENTEROCOCCI E LACTOBACILLI

A avaliacdo da atividade antagonista das linhagens de enterococci e
lactobacilli foi realizada pelo método spot on the lawn, como proposto por Tagg et al.
(1976), com modificagdes. Todas as 98 BAL (52 enterococci e 48 lactobacilli) que
ndo foram consideradas clones, classificadas como bactérias teste, foram testadas
contra quatro patdégenos indicadores: Escherichia coli (ATCC 25992),
Staphylococcus aureus ATCC 29213), Streptococcus agalactiae (ATCC 12401) e
Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

Inicialmente, as bactérias teste e as indicadoras foram inoculadas em agar
MRS e BHI, respectivamente, e incubadas a 35°C por 24h. Apds o crescimento, 3
coldnias isoladas das bactérias teste foram inoculadas em 1.000 uL de caldo MRS e
incubadas a 35°C por 24h. Em seguida, 5 yL do caldo contendo a bactérias teste
foram adicionados em diferentes spots (5 por placa) em uma placa de Petri contendo
agar MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, EUA) e incubada a 35°C por 24 h, em
aerobiose. As bactérias indicadoras foram inoculadas em 10 mL de caldo BHI e
incubadas a 37°C por 4 horas. Apos o periodo de incubacdo, 100 pL do caldo
contendo as bactérias indicadoras foram adicionados a 7 mL de agar BHI
semissolido e vertidos na placa de MRS formando uma camada sobre os spots. A
placa de Petri foi reincubada por 14 a 18 horas a 35°C sem condi¢gdes de
anaerobiose. Os halos de inibicdo foram medidos (em mm) com o auxilio de uma
régua milimetrada desconsiderando o didmetro da colonia, e sendo a presenga de
halo considerada evidéncia favoravel a capacidade da bactéria teste de inibir a

indicadora.

2.7 TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos foi feito pelo método de difusao

de discos proposto por Bauer et al. (1966) com modificagdes feitas por Santos et al.
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(2020). Para tal, as linhagens foram reativadas em agar MRS a 37°C por 24h com
trés esgotamentos para obtencdo de colbnias isoladas. Apdés o crescimento e
confirmacdo de pureza genética, foram coletadas 3 colbnias isoladas para
inoculagdo em caldo MRS (Difco Laboratories, USA) e incubadas por 24h a 37°C.
Apds o crescimento, 100 pyL da cultura foram inoculados em placas de Petri
contendo 25 mL de agar MRS (Difco Laboratories Inc.,USA) e espalhados com o
auxilio de uma alga de Drigalski por toda a placa. Em seguida, 9 discos contendo
antimicrobianos (Oxoid®, Basingstoke, Inglaterra) foram colocados na placa de Petri.
Os antimicrobianos usados foram: penicilina G (10 pg por disco), ampicilina (10 pg
por disco), vancomicina (30 pg por disco), gentamicina (10 pg por disco),
estreptomicina (10 pg por disco), tetraciclina (30 pg por disco), cloranfenicol (30 ug
por disco), eritromicina (15 pg por disco), além de cotrimoxazol (1,25 ug de
trimetoprim e 23,75 ug de sulfametoxazol por disco) (Santos et al., 2020). As placas
foram incubadas sem condi¢cdes de anaerobiose por 24h, a 35°C. Para a avaliagao
dos resultados, os halos de inibigdo (mm) foram medidos com uma régua
milimetrada. As cepas com halos de inibicdo igual ou inferior a 19 mm para a
penicilina G; 14 mm para vancomicina e tetraciclina; 13 mm para cloranfenicol e
eritromicina; 12 mm para ampicilina e gentamicina; 11 mm para estreptomicina; e 10
mm para Cotrimoxazol foram considerados resistentes ao respectivo antibiético,
assim como proposto por Charteris et al. (2001). Este ensaio foi realizado em

triplicata.

2.8 AVALIACAO DA NATUREZA QUIMICA DA(S) SUBSTANCIA(S) INIBITORIA(S)

Foi utilizada a metodologia proposta por Lewus e Montville (1991) e adaptada
por Dos Santos (2015) para avaliagao da sensibilidade das substancias inibitérias a
proteases. Para a realizagao, foi repetido o mesmo procedimento descrito no item
2.6, com algumas alteragdes. Antes de verter o BHI semi-sélido na placa de Petri,
foram adicionados 5 pL de uma solu¢do aquosa de Proteinase K (20 mg/mL),
Amilase (20 mg/mL) e Pepsina (20 mg/mL) ao lado do in6culo da cultura de BAL e

incubada a 35°C por mais duas horas. A placa foi entdo recoberta com 7 mL de



26

caldo BHI semi-sdélido contendo a cultura indicadora. A auséncia de halo de inibicao
na regiao onde foi aplicada a protease (formando uma meia lua) foi considerada
indicativa da origem proteica da substancia inibitoria. O teste foi realizado em
triplicata tendo como controle negativo uma placa sem acrescentar as enzimas

digestivas.

2.9 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados coletados foram descritos em planilha do programa Microsoft Excel
365. Foi utilizado o teste de Mann-Whiteney, também conhecido como teste U de
Mann-Whitney, para comparar as medianas dos tamanhos dos halos produzidos
pelas BAL contra os patégenos. O p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo para o intervalo de confianca (IC) de 95%.

3 RESULTADOS

3.1 FORMACAO DA COLEGCAO DE TRABALHO E IDENTIFICACAO TAXONOMICA
DAS LINHAGENS DE ENTEROCOCCI E LACTOBACILLI

Um total de 140 exemplares de bactérias laticas em forma de cocos (n=82) e
de bastonetes (n=58), previamente isoladas de amostras de queijo e leite, originarias
de varios estados brasileiros (Figura 1) foram caracterizadas por REP-PCR, visando
constituir a colegdo de microrganismos somente com linhagens geneticamente nao
redundantes. A comparagédo dos fingerprints de DNA por inspegédo visual e com
auxilio do software Bionumerics® v.6.6.11 (Applied Maths, Belgium) evidenciou uma
diversidade genética nesta populagao e permitiu a escolha de 63 cocos e 60 bacilos

geneticamente n&do redundantes.

Sessenta e trés linhagens em forma cocos e as sessenta linhagens em forma

de bacilos consideradas geneticamente nao redundantes foram avaliadas por PCR
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monoplex utilizando primers especificos para a amplificagdo de fragmentos de DNA
de 733 e 250 pb especificos e exclusivos dos genomas de linhagens de enterococci

e lactobacilli, respectivamente.
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Figura 1 - Mapa indicando as regides das 98 amostras de queijos e leite
utilizadas para isolar todas as cepas de enterococci e lactobacilli investigadas no

presente estudo.

Cinquenta e duas linhagens apresentaram o fragmento 733 pb, sendo
consideradas pertencentes ao género Enterococcus spp. e 48 linhagens
apresentaram o fragmento 250 pb sendo consideradas lactobacilli. Deste modo, a
prospeccao de linhagens bioprotetoras foi realizada a partir de 98 linhagens no total.
As linhagens a partir das quais os fragmentos de DNA de 733 e 250 pb ndo foram
amplificados, foram consideradas nao pertencentes ao escopo do presente trabalho

e, portanto, ndo foram incluidas nas etapas subsequentes.

A analise de agrupamento de impressdes genéticas de lactobacilli e
enterococci realizada demonstrou uma grande variabilidade genética dentre as
cepas isoladas de cada regido estudada no presente estudo, assim como mostra a

Figura 2.
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Figura 2 - Analise de agrupamento dos perfis moleculares obtidos de 48
Lactobacillus spp. e 50 Enterococcus spp. isolados de queijo artesanal, leite e

massa de queijo.

Todas as linhagens de enterococci e lactobacilli foram identificadas pela
técnica de MALDI-TOF em nivel de espécie com scores de identificagdo variando de
1,72 a 2,8 sendo encontradas trés espécies do género Enterococcus e nove
especies de lactobacilli. As espécies encontradas foram: Enterococcus faecium
(N=31), Enterococcus faecalis (N=17), Enterococcus durans (N=4) Lactiplantibacillus
plantarum (N=14), Lacticaseibacillus paracasei (N=12), Lacticaseibacillus rhamnosus
(N=12), Lactiplantibacillus pentosus (N=4), Limosilactobacillus fermentum (N=2),
Lactobacillus jonhsonii (N=1), Lentilactobacillus hilgardii (N=1), Lentilactobacillus
parabuchneri (N=1) e Levilactobacillus brevis (N=1). A Tabela 2 apresenta um
resumo com a identificacdo de cada uma das linhagens geneticamente nao

redundantes identificadas no nivel de espécie.



Tabela 2 — Linhagens de Enterococcus sp. e lactobacilli utilizados no presente estudo

Matriz/Local de Coleta

PCR ID

Maldi-tof ID

1023 1 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Enterococcus spp. Enterococcus durans
18(49) 2 Leite cru (tanque comunitario)/Ema-PB Enterococcus spp. Enterococcus durans
750 3 Queijo artesanal, Araxa/Sacramento-MG Enterococcus spp. Enterococcus durans
15(71) 4 Leite cru (tanque individual)/S30 José de Espinhares-PB Enterococcus spp. Enterococcus durans
RS06 5 Silagem de colostro/Pelotas-RS Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
2G 6 Leite cru/Aracaju-SE Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
696 7 Leite/Jaguaribe — CE Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
463 8 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
RO17 9 Leite cru/Candeias do Jamari-RO Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
3(9) 10 Leite cru (tanque comunitario)/(Soledade-PB) Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
7(25) 11 Leite cru (tanque comunitario)/Parari-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
566 12 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
477 13 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
3(10) 14 Leite cru (tanque comunitario)/Soledade-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
3(14) 15 Leite cru (tanque comunitario)/Soledade-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
RO1 16 Leite cru/Porto Velho-RO Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
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RO8 17 Leite cru/Candeias do Jamari-RO Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
681 18 Queijo artesanal, Araxa/Araxa-MG Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
19(53) 19 Leite cru (tanque comunitario)/Santa Cruz-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
624 20 Leite/Jaguaribe — CE Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
473 21 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Enterococcus spp. Enterococcus faecalis
1(1) 22 Leite cru (tanque)/Soledade-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium
14(68) 23 Leite cru (tanque individual)/S3o José de Espinhares-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium
1(2)P 24 Leite cru (tanque)/Soledade-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium
16(42) 25 Leite cru (tanque comunitario)/S3o José de Espinhares-PB  Enterococcus spp. Enterococcus faecium
18(47)M 26 Leite cru (tanque comunitario)/Ema-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium
18(48) 27 Leite cru (tanque comunitario)/Ema-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium
16(41) 28 Leite cru (tanque comunitario)/Sdo José de Espinhares-PB  Enterococcus spp. Enterococcus faecium
468 29 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Enterococcus spp. Enterococcus faecium
457 30 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Enterococcus spp. Enterococcus faecium
657 31 Queijo artesanal, Canastra/Piumhi-MG Enterococcus spp. Enterococcus faecium
17(45)M 32 Leite cru (tanque comunitario)/Catingueira-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium
16(40) 33 Leite cru (tanque comunitario)/S3o José de Espinhares-PB  Enterococcus spp. Enterococcus faecium
16(40)# 34 Leite cru (tanque comunitario)/S3o José de Espinhares-PB  Enterococcus spp. Enterococcus faecium
13(37) 35 Leite cru (tanque comunitario)/Santa Luzia-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium
5(17)P 36 Leite cru (tanque comunitario)/Gurjdo-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium
13(35) 37 Leite cru (tanque comunitario)/Santa Luzia-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium
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5(15) 38 Leite cru (tanque comunitario)/Gurjdo-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium

1083 39 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Enterococcus spp. Enterococcus faecium

730 40 Massa de queijo/Jaguaribe — CE Enterococcus spp. Enterococcus faecium
15(74) 41 Leite cru (tanque individual)/S3o José de Espinhares-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium
15(73) 42 Leite cru (tanque individual)/S30 José de Espinhares-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium
19(51)B 43 Leite cru (tanque comunitario)/Santa Cruz-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium
6(22)P 44 Leite cru (tanque comunitario)/Santo André-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium
16(39) 45 Leite cru/Sdo José de Espinhares-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium

7(23) 46 Leite cru/Pariri-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium

718 47 Massa de Queijo/Jaguaribe — CE Enterococcus spp. Enterococcus faecium

RO4 48 Leite cru/Candeias do Jamari-RO Enterococcus spp. Enterococcus faecium
20(57) 49 Leite cru/Olivedos-PB Enterococcus spp. Enterococcus faecium

523 50 Queijo artesanal, Canastra/Bambui-MG Enterococcus spp. Enterococcus faecium

8(28) 51 Leite cru (tanque comunitario)/Sdo José dos Cordeiros-PB  Enterococcus spp. Enterococcus faecium

720 52 Queijo artesanal, Tridngulo/Araguari-MG Enterococcus spp. Enterococcus faecium

933 53 Queijo artesanal, Serra do Salitre/Serra do Salitre-MG Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus paracasei

1020 54 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus paracasei

2(8) 55 Leite cru (tanque/Soledade-PB Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus paracasei

RS05 56 Silagem de colostro/Pelotas-RS Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus paracasei

739 57 Queijo artesanal, Tridngulo/Monte Carmelo-MG Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus paracasei

RS04 58 Silagem de colostro/Pelotas-RS Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus paracasei
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17(46) 59 Leite cru/Catingueira-PB Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus paracasei
RS10 60 Silagem de colostro/Pelotas-RS Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus paracasei
RS14 61 Colostro/Pelotas-RS Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus paracasei
RO10 62 Leite cru/Candeias do Jamari-RO Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus paracasei
RO21 63 Leite cru/Porto Velho-RO Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus paracasei

2P 64 Leite cru/Aracaju-SE Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus paracasei

7 65 Leite cru/Aracaju-SE Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus rhamnosus
815 66 Queijo artesanal, Serra do Salitre/Serra do Salitre-MG Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus rhamnosus
844 67 Queijo artesanal, Cerrado/Rio Parnaiba-MG Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus rhamnosus
757 68 Queijo artesanal, Araxa/Sacramento-MG Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus rhamnosus
617 69 Queijo artesanal, Alagoa/Alagoa-MG Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus rhamnosus
RS16 70 Colostro/Pelotas-RS Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus rhamnosus
253 71 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus rhamnosus
1115 72 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus rhamnosus
717 73 Queijo artesanal, Serra do Salitre/Serra do Salitre-MG Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus rhamnosus
RO12 74 Leite cru/Candeias do Jamari-RO Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus rhamnosus
797 75 Queijo artesanal, Serro/Materlandia-MG Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus rhamnosus
249G 76 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Lactobacillus spp. Lacticaseibacillus rhamnosus
274 77 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus pentosus
690b 78 Leite/Jaguaribe — CE Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus pentosus
1022 79 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus pentosus
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746 80 Queijo artesanal, Araxa/Araxa-MG Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus pentosus
932 81 Queijo artesanal, Serra do Salitre/Serra do Salitre-MG Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus plantarum
794 82 Queijo artesanal, Serro/Materlandia-MG Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus plantarum
788 83 Queijo artesanal, Serro/ Materlandia-MG Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus plantarum
582 84 Queijo artesanal, Serro/ Serro-MG Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus plantarum
765 85 Queijo artesanal, Araxa/Sacramento-MG Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus plantarum
763 86 Queijo artesanal, Araxa/Araxa-MG Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus plantarum
687 87 Queijo artesanal, Canastra/Piumhi-MG Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus plantarum
972 88 Queijo artesanal, Serras de Ibitipoca/lbitipoca-MG Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus plantarum
271 89 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus plantarum
373 90 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus plantarum
690 91 Leite/Jaguaribe — CE Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus plantarum
6902 92 Leite/Jaguaribe — CE Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus plantarum
10572 93 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus plantarum
RO16 94 Leite cru/Candeias do Jamari-RO Lactobacillus spp. Lactiplantibacillus plantarum
831 95 Queijo artesanal, Cerrado/Carmo de Carnaiba-MG Lactobacillus spp. Lactobacillus jonhsonii
733 96 Queijo artesanal, Tridngulo/Uberlandia-MG Lactobacillus spp. Lentilactobacillus hilgardii
RSO7 97 Silagem de colostro/Pelotas-RS Lactobacillus spp. Lentilactobacillus parabuchneri
1054 98 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Lactobacillus spp. Levilactobacillus brevis
11702 99 Queijo coalho artesanal/Fortaleza — CE Lactobacillus spp. Limosilactobacillus fermentum
278 100 Queijo artesanal, Serro/Serro-MG Lactobacillus spp. Limosilactobacillus fermentum
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3.2 BIOPROTEGCAO DE LINHAGENS DE ENTEROCOCCI E LACTOBACILLI
CONTRA PATOGENOS INDICADORES

Um total de 91 linhagens de lactobacilli e enterococci apresentaram formagéao
de halo, demonstrando alguma atividade antagonista contra os patégenos S. aureus
e S. agalactiae. Apenas nove linhagens ndo apresentaram formag¢ao de halo, sendo
sete delas lactobacilli e dois enterococci para S. aureus e nove lactobacilli para S.
agalactiae. Oitenta e nove linhagens de lactobacilli e enterococci apresentaram
formacao de halo, evidenciando atividade antagonista contra o patégeno E. coli,
indicando que onze linhagens ndo apresentaram nenhuma atividade contra E. coli,
sendo elas oito lactobacilli e trés enterococci. Finalmente, oitenta e duas linhagens
de lactobacilli e enterococci apresentaram formacao de halo demonstrando atividade
antagonista para o patégeno E. faecalis. Onze linhagens nao apresentaram
formacédo de halo, sendo sete delas lactobacilli e onze delas enterococci. Trinta e
uma linhagens testadas apresentaram alta capacidade inibitoria contra os patdogenos
E. coli e E. faecalis, enquanto treze apresentaram alta capacidade inibitoria contra S.

agalactiae, sendo 11 delas enterococci, conforme descrito na tabela 3.
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Tabela 3 — Efeito inibitério das linhagens de enterococci. e lactobacilli frente aos patégenos S. aureus, S. agalactiae, E. coli e E.

faecalis, a partir da medicdo do tamanho dos halos produzidos e das colonias formadas pelos spots das linhagens de enterococci e

lactobacilli.
Zona de Inibigdo (H/C) mm
Total + ++ +++
S. S. E. E. S. S. E. E. S. S. E. E.
aureus agalactiae coli faecalis aureus agalactiae coli faecalis aureus agalactiae coli faecalis
Levilactobacillus brevis 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0
Limosilactobacillus

0 2 1 0 2 0 1 0 0 0 0 2

fermentum
Lentilactobacillus hilgardii 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Lactobacillus jonhsonii 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1

Lentilactobacillus
1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
parabuchneri
Lacticaseibacillus

. 12 3 5 4 6 5 5 6 4 2 0 0 8

paracasei

Lactiplantibacillus

0 1 0 1 2 2 1 3 1 0 2 1

pentosus
Lactiplantibacillus 14 1 5 1 2 6 6 4 5 5 2 8 7
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plantarum
Lacticaseibacillus
12 1 2 0 3 4 6 3 6 3 0 5 3
rhamnosus
Enterococcus faecalis 17 8 4 3 9 5 8 9 5 4 5 5 3
Enterococcus faecium 31 10 8 12 19 15 18 10 10 6 5 9 2
Enterococcus durans 4 1 1 2 1 3 2 1 1 0 1 1 2

+ Baixa capacidade inibitéria (0 mm — 1 mm H/C); ++ Média capacidade inibitéria (1 mm — 2 mm H/C); +++ Alta capacidade

inibitoria (2 mm — 3 mm H/C)
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Tabela 4 — Capacidade antimicrobiana medida em zona de inibigdo H/C (mm) contra

S. aureus, S. agalactiae, E.coli e E. faecalis por lactobacilli

Patogeno N Média Desvio . Erro Mediana Minimo Maximo
Padrao Padrao

Staphylococcus 54 2,194 1,239 0,169 2,550 0,000 4,175
aureus

Streptococcus 52 1,531 1,167 0,162 2,000 0,000 3,176
agalactiae

Escherichia coli 54 2,340 1,174 0,160 2,610 0,000 3,774
Enterococcus 51 2,153 1,075 0,151 2,400 0,000 3,833
faecalis

Total 211 2058 1,199 0,083 2,390 0,000 4,175

Tabela 5 — Capacidade antimicrobiana medida em zona de inibigdo H/C (mm) contra

S. aureus, S. agalactiae, E.coli e E. faecalis por enterococci

Patogeno N Mediana Desvio . Erro Mediana Minimo Maximo
Padrédo Padrao

Staphylococcus 56 2012 0477 0,064 2,100 0,000 2,746
aureus

Streptococcus 56 2,430 0,516 0,069 2,500 0,381 3,484
agalactiae

Escherichia coli 56 2,171 0,712 0,095 2,230 0,000 3,786
Enterococcus 56 1,514 0,698 0,093 1,730 0,000 2,500
faecalis

Total 224 2032 0,692 0,046 2,160 0,000 3,786
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Tabela 6 — Capacidade antimicrobiana medida em zona de inibigdo H/C (mm) contra
S. agalactiae, E. coli, S. aureus e E. fecalis por enterococci e lactobacilli de acordo

com cada patégeno testado.

Bactéria Latica
Patégeno __ :
Lactobacilli Enterococci
Streptococcus agalactiae 2,0007a 2,500842
Escherichia coli 2,610Ab 2,230°8P
Staphylococcus aureus 2,5507° 2,1008¢
Enterococcus faecalis 2,400AP 1,7308Bd

Os valores seguidos pelas mesmas letras nao diferem estatisticamente pelo teste da

Mediana e Teste de Mann-Whitney a 5% de significancia
Teste da Mediana e Teste de Mann Whitney.

As linhagens de lactobacilli apresentaram atividade antagonista significativa
contra os patégenos S. aureus, E. coli e E. faecalis. Porém, somente as linhagens
de enterococci apresentaram atividade antagonista significativa contra S. agalactiae
(Tabela 4).

3.3 VERIFICACAO DA NATUREZA PROTEICA DA(S) SUBSTANCIA(S)
INIBITORIA(S)

Todas as linhagens investigadas no presente estudo, independentemente de
sua capacidade inibitéria, foram avaliadas quanto a possivel natureza proteica da
substancia inibitéria, utilizando as enzimas amilase, pepsina e proteinase K. As
linhagens foram testadas contra os patégenos S. aureus, S. agalactiae, E. coli e E.
faecalis. Contudo, a meia lua indicando resultado positivo e possivel presenca de
uma substancia proteica por digestdo das enzimas, se apresentou em 5 linhagens
contra o patdogeno E. faecalis e com sensibilidade a pepsina e proteinase K,

sugerindo agao inibitoria por bacteriocina, conforme apresentado na figura 3.
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Proteinase K

Figura 3 - Sensibilidade a amilase, pepsina e proteinase K dos compostos
antagonistas produzidos pelos isolados 972, 794, 681, 7(23) e 15(74). a) Zona de
inibicdo ao redor da colénia bacteriana. b) Alteragdes na zona de inibicdo apds
aplicagdo de amilase, pepsina e proteinase K. E. faecalis foi utilizado como
microrganismo indicador no método spot-on-lawn. A figura é representativa de trés

placas replicadas.
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Conforme a Tabela 7, foram encontradas 5 linhagens potencialmente
produtoras de bacteriocinas, dentre elas 2 L. plantarum, 1 E. faecalis e 2 E. faecium,
que apresentaram substancia inibitoria sensivel as trés das enzimas proteoliticas

testadas.
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Tabela 7 — Relag&o halo/colénia da atividade antagonista produzidos por Lactiplantibacillus plantarum (972), Lactiplantibacillus
plantarum (794), E. faecalis (681), E. faecium (7(23) e E. faecium (15(74) frente aos patdogenos S. aureus, S. agalactiae, E. coli e E.
Faecalis e sensibilidade das substancias inibitorias produzidas por Lactiplantibacillus plantarum, Lactiplantibacillus plantarum, E.

faecalis, E. faecium e E. faecium, frente a enzimas proteoliticas contra o patégeno E. faecalis.

Origem Halo de Inibigdo (H/C) mm Amilase Proteinase K Pepsina
S. S. E. E. S. S. E. E. S. S. E. E. S. S. E. E.
aureus agalactiae coli faecalis | aureus agalactiae coli faecalis | aureus agalactiae coli faecalis | aureus agalactiae coli faecalis
L. 97 Queijo 2,1 _ 3 3 + : 3 : + : : B +
plantarum 2 artesanal 4 0 2,13 2,5
L 79 Queijo _ _ _ + B B B + B B 3 +

plantarum 4 astesanal 2 1,82 2,38 3,51

68  Queijo 2,0

E-foecalis ' tesamal 4 225 195 203 | - -t - - -t - - -
7(

E. faecium 23 1,6 - - - + - - - + - - — +
) Leite cru 1 2,44 1,55 2,14
15

E. faecium (7 2,1 - - - + - - - + - — _ +

4) Leite cru 9 2,9 2,76 2,14
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3.4 PERFIL DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Todas as linhagens identificadas como enterococci e lactobacilli,
consideradas geneticamente ndo redundantes, foram avaliadas quanto a resisténcia
aos antibidticos penicilina G, ampicilina, vancomicina, gentamicina,
estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina e clotrimoxazol. Quarenta e
cinco linhagens de lactobacilli se apresentaram resistentes a vancomicina, com isso
apenas trés linhagens de lactobacilli, dentre elas um Lacticaseibacillus paracasei,
um Lactiplantibacillus pentosus e um Lactiplantibacillus plantarum se apresentaram
sensiveis a vancomicina, tornando-o o antimicrobiano com maior indice de
resisténcia dentre os lactobacilli. Dez linhagens de L. rhamnosus se apresentam
como resistentes ao antimicrobiano clotrimoxazol. Entre os enterococci, dentre eles
E. faecalis, E. faecium e E. durans, o maior indice de resisténcia foi ao
antimicrobiano eritromicina, com 27 linhagens resistentes, seguido por 17 linhagens
de E. faecium resistentes a penicilina G. O menor indice de resisténcia dentre as
linhagens de Enterococcus sp. foi para o antimicrobiano vancomicina, onde apenas
uma linhagem de E. faecium e duas linhagens de E. faecalis se mostraram

resistentes, assim como demonstrado no Grafico 1.



Figura A

Perfil de Resisténcia Antimicrobiana dos lactobacilli
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(Trimetoprima +
Sulfametoxazol)
Levilactobacillus brevis Limosilactobacillus fermentum M Lentilactobacillus hilgardii
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Figura B
Perfil de Resisténcia Antimicrobiana dos enterococci
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Penicilina G Ampicilina Vancomicina Gentamicina Estreptomicina Tetraciclina Cloranfenicol Eritromicina Cotrimoxazol

(Trimetoprima +
Sulfametoxazol)

W Enterecoccus durans B Enterecoccus faecalis Enterecoccus faecium

Grafico 1 —Perfil de resisténcia antimicrobiana dos lactobacilli (Figura A) e dos enterococci (Figura B) frente aos antimicrobianos
testados, onde cada cor representa uma espécie diferente. Distribuicdo do perfil de resisténcia antimicrobiana dos lactobacilli (A)
e dos enterococci (B) aos antimicrobianos: Penicilina G, Ampicilina, Vancomicina, Gentamicina, Estreptomicina, Tetraciclina,

Cloranfenicol, Eritromicina e Clotrimoxazol.
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Neste estudo todas as linhagens de Enterococcus sp. e lactobacilli se
mostram sensiveis a pelo menos dois dos antibioticos testados. As linhagens que
demonstraram menos sensibilidade foram as que se apresentaram sensiveis a 4

antimicrobianos e resistentes a 5.
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4. DISCUSSAO

. A busca por cepas selvagens de bactérias laticas tem sido crescente,
visando a obteng¢ao de linhagens adaptadas as condigdes de produgao de derivados
do leite, como altas temperaturas e valores baixos de pH. Produtos lacteos
derivados de leite cru apresentam-se como uma fonte abundante de bactérias laticas
com grande diversidade genética e potencial funcional e biotecnoldgico elevado,
incluindo a fabricagao de queijos com denominacgao de origem controlada (Margalho
et al., 2020). Neste estudo, foi constituida uma colegédo de lactobacilli e enterococci,
originalmente provenientes de leite cru, queijo coalho, queijo artesanal e massa de
queijo. Essa colegao foi identificada a nivel de género e servira como um banco de
recursos genéticos para aplicagdes tecnoldgicas futuras na cadeia produtiva do leite.
A similaridade molecular entre os lactobacilli e enterococci selvagens foi avaliada por
meio de Rep-PCR, enquanto seu potencial tecnoldgico e de biocontrole para
utilizagao posterior na producgéao de leite foi investigado. Amostras de cinco estados e

trinta e uma cidades brasileiras foram incluidas na analise

O emprego de ferramentas moleculares para a diferenciacdo de bactérias
laticas em niveis de género, espécie e cepa intraespecifica tornou-se comum e é
essencial para estudos precisos e confiaveis da diversidade genética da microbiota
de produtos fermentados. A técnica de Rep-PCR utilizando o primer GTGS5 tem sido
eficaz para distinguir cepas intraespecificas, proporcionando perfis genéticos e
comparagdes de similaridade genética de maneira rapida e com custo relativamente
baixo (Vasiee et al., 2018; Kuar et al., 2017). A andlise de agrupamento revelou que
as 98 cepas de lactobacilli e enterococci estudadas estao divididas em 11 clusters,
com um indice de similaridade de 45%, destacando a consideravel diversidade

genotipica dessa populagao bacteriana.

A espectrometria de massa MALDI-TOF demonstrou éxito na identificagdo de
diversas espécies bacterianas, proporcionando perfis proteOmicos unicos,
semelhantes a impressdes digitais. A analise comparativa desses perfis com uma
biblioteca de espectros de referéncia permitiu a identificagdo confiavel de géneros e
espécies (Nacef et al., 2017). Todos os isolados positivos na PCR género-especifica

para lactobacilli e enterococci foram corroborados como pertencentes aos géneros
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lactobacilli e enterococci, respectivamente, por MALDI-TOF. As amostras foram
identificadas a nivel de género com 100% de correlacao, incluindo espécies como E.
faecium, E. faecalis, E. durans, L. plantarum, L. paracasei, L. rhamnosus, L.
pentosus, L. fermentum, L. jonhsonii, L hilgardii, L. parabuchneri e L. brevis. A
diversidade genotipica encontrada pode ser influenciada por condigcbes ambientais
especificas de cada local, bem como pelo tempo de maturagdo dos queijos e

condi¢cbes de armazenamento.

Neste estudo avaliamos o potencial bioprotetor de 98 isolados geneticamente
distintos dos géneros enterococci e lactobacilli. A diversidade genética da microbiota
benéfica presente nos produtos lacteos é fundamental para garantir a estabilidade
do processo de fermentacido e qualidade final do produto. A selecao e combinacao
adequadas das cepas pode influenciar diretamente caracteristicas como sabor,

textura, aroma e seguranga do queijo (Mariano, 2020).

Para a utilizagdo destas linhagens bacterianas como bioprotetoras, é
necessario que possuam um histérico de inocuidade, auséncia de registros de
eventos adversos relevantes, auséncia de fatores de viruléncia e patogenicidade,
auséncia de producdo de substancias ou metabdlitos que representem risco a
saude, auséncia de genes de resisténcia que possam ser potencialmente

transferidos e susceptibilidade a, pelo menos dois antimicrobianos (ANVISA, 2018).

Os enterococci e os lactobacilli possuem a capacidade de inibir patégenos por
diversos mecanismos. Algumas das formas que eles podem exercer inibicdo sobre
patdgenos incluem: producdo de acido lactico; produgcdo de substancias
antimicrobianas; competicdo por nutrientes; modulacdo do ambiente intestinal;

estimulo ao sistema imunolégico; impedimento da adeséao.

A sintese de acido latico pelos lactobacilli pode gerar efeitos que podem variar
entre inibir o crescimento (bacteriostatico) ou até mesmo eliminar (bactericida)
bactérias sensiveis ao pH mais acido como os patdégenos, por exemplo. O ambiente
acido criado pelo acido latico pode afetar a produgdao de toxinas por bactérias
patogénicas, como discutido por GRAJEK et al.(2005). Estudos anteriores que
também investigaram a acé&o inibitoria dos lactobacilli isolados de queijos artesanais
corroboram essa ideia, sugerindo que o acido latico produzido por essas bactérias

pode estar associado a capacidade de inibir patdgenos, conforme destacado por
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COSTA et al.,, (2013) e por SANT'ANNA (2015). Como foi observado com os
resultados deste estudo L. plantarum, L. paracasei, L. rhamnosus, L. pentosus, L.
hilgardii e L. parabuchneri, foram os que apresentaram maior capacidade inibitéria
contra os patdogenos, podendo ser considerado que essa inibicdo pode ser
ocasionada pela produgéo de acido, uma vez que ndo se mostraram potencialmente
produtoras de bacteriocinas. A produgao de acido, contudo, pode nao ser de tudo
benéfica, uma vez que pode influenciar negativamente no processo produtivo de

alguns alimentos.

Assim como os resultados encontrados em outros estudos, este trabalho
também encontrou linhagens de lactobacilli capazes de inibir o crescimento dos
patogenos E. coli, E. faecalis e S. aureus (Mariano 2020; Assis 2016; Verma et al.,
2011; Kang et al., 2017; Sikirska & Smoragiewicz 2013; Jiang et al., 2022; Wu et al.,
2021; Chioda et al., 2007; Kumar et al., 2016; Pereira & Gomez 2007; Costa et al.,
2012; Alves 2010; Alexandre 2002; Camacho et al., 2021; Andrade et al., 2014, Silva
et al., 2019; Saba et al., 2021). No presente estudo, 79,16% dos lactobacilli (N=38)
apresentaram capacidade antagonista, com formacgao de halos contra os patégenos
S. aures; 64,58% dos lactobacilli (N=31) apresentaram capacidade antagonista com
formacdo de halos contra os patdégenos S. agalactiae e 81,25% dos lactobacilli
(N=39) apresentaram capacidade antagonista com formac¢do de halos contra os
patdogenos E. coli; 93,75% dos lactobacilli (N=45) apresentaram capacidade
antagonista com formagao de halos contra os patégenos E. faecalis. Este resultado
indica que os lactobacilli sdo capazes de inibir o crescimento de patdgenos, contudo,
estudos adicionais sdo necessarios para que possam ser considerados como
potenciais microrganismos de bioprotecdo na cadeia produtiva do leite. Essa
bioprotecdo ndo necessariamente vira por meio de produgdo de bacteriocina, uma
vez que apenas duas cepas de L. plantarum apresentaram resultado positivo para a
producdo de um composto proteico e apenas contra o patéogeno E. faecalis, sendo
considerado que mecanismo de inibicdo de patdogenos por estas linhagens advém

de uma forma ainda nao elucidada.

Trabalhos publicados por Souza et al., (2015), Vigosa et al., (2019) e Karimaei
et al., (2016) encontraram cepas de E. faecium e E. faecalis capazes de inibir E. coli

e S. aureus. No presente trabalho, 98% dos enterococci (N=49) foram capazes de



53

inibir S. aureus, 94% dos enterococci (N=47) inibir E. coli e 74% dos enterococci
(N=37) foram capazes de inibir E. faecalis com baixa capacidade inibitéria, contudo
100% dos enterococci (N=50) foram capazes de inibir S. agalactiae com 35% deles
sendo considerados com alta capacidade inibitéria. Estes resultados demonstram
que enterococci possuem a capacidade de inibir patégenos e podem ser utilizados
como potenciais bioprotetores, contudo vale ressaltar que testes de seguranca
devem ser feitos para garantir que eles ndo trardo maleficios quando utilizados.
Trabalhos utilizando enterococci como potenciais microrganismos benéficos sao
escassos, devido ao seu histérico de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos
(Vicosa et al., 2019).

N&o foram encontradas pesquisas que evidenciem a capacidade antagonista
dos enterococos em relagdo ao patdogeno S. agalactiae. Portanto, este estudo esta
inovando ao investigar pela primeira vez essa interagdo antagonista. Este cenario
representa um avancgo crucial na compreensdo da dindmica entre esses dois
géneros bacterianos, o que pode ter implicagdes significativas no potencial uso dos
enterococos como uma alternativa viavel aos antimicrobianos no manejo clinico da

mastite bovina.

Como dito anteriormente as bacteriocinas produzidas pelos enterococci e
lactobacilli, também podem contribuir para essa atividade inibitoria. A literatura
apresenta estudos nos quais essas substancias demonstraram ac¢ao antagonista
contra micro-organismos especificos, como E. coli, E. faecalis e S. aureus. Tais
efeitos foram observados em testes de antagonismo, como o método "spot on the
lawn", conforme discutido por Jamuna et al. (2005), GARCIA (2006), TODOROV e
DICKS (2007), e TODOROV (2009).

No presente estudo foram identificadas duas linhagens de L. plantarum
produtoras de bactericiona (substancias inibitérias de natureza proteica) contra E.
faecalis. Por ser produzida por L. plantarum, pode-se sugerir que esta bacteriocina
provavelmente é uma plantaricina. As plantaricinas se encontram entre a
bacteriocinas mais estudadas e s&o conhecidas por suas propriedades
antimicrobianas e potencial aplicagdo na industria de alimentos como
bioconservantes. Elas exibem atividade inibitéria contra uma ampla variedade de

bactérias gram-positivas, incluindo algumas cepas patogénicas como o S. aureus
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(LOPES, 2010). Para que seja taxonomicamente comprovado que essa substancia
inibitéria € uma plantaricina, isolamento e caracterizagcdo da propria substancia

inibitdria sdo necessarios.

Também foram identificadas 2 linhagens de E. faecium e 1 de E. faecalis
produtoras de uma substancia inibitéria de natureza proteica, podendo ser inferido
que se trata de uma bacteriocina, provavelmente enterocina. As enterocinas
compreendem um grupo diversificado de bacteriocinas produzidas por diferentes
especies de Enterococcus spp. podendo variar em tamanho, estrutura e modo de
acado. As enterocinas exibem atividade antimicrobiana seletiva, inibindo o
crescimento de bactérias Gram positivas relacionadas e, em alguns casos até
mesmo bactérias Gram negativas. Sua atividade antimicrobiana €& amplamente
baseada em mecanismos como a perturbagdo da membrana celular das bactérias
alvo. Contudo, apesar de a maioria das bactérias laticas (BAL) possuir o status
GRAS (Generally Recognized as Safe) e poder ser empregada com seguranga em
alimentos, existe uma preocupacao em relacdo ao uso das bacteriocinas produzidas
por Enterococcus. Isso se deve ao fato de que esses microrganismos tém sido

associados a diversas infecgdes em seres humanos (Silva et al., 2018).

Os resultados encontrados nos testes de antibiograma apresentados neste
trabalho sdo condizentes com os achados por Goldstein et al., 2015. Os autores
observaram que a maioria das espécies de lactobacilli sdo intrinsicamente
resistentes aos antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos e a Vancomicina.
S&o varios os genes responsaveis pela resisténcia aos antimicrobianos nas BAL.
Gueimonde et al., 2013 relataram que apesar de muitas vezes lactobacilli serem
sensiveis aos antimicrobianos da classe dos macrolideos, mutagdes cromossémicas
no género podem reduzir a afinidade da eritromicina ao ribossomo, tornando-os
resistentes. Outra informagao importante € que considerando que lactobacilli séo
geralmente sensiveis as penicilinas, cinco espécies identificadas neste estudo se
mostram resistentes, sendo elas L. brevis, L. plantarum, L. paracasei, L. pentosus e

L. rhamnosus.

Os enterococci sao notoérios por sua resisténcia intrinseca a antibiéticos da
classe dos aminoglicosideos e aos B-lactamicos. O alto percentual de resisténcia

das linhagens a Gentamicina e a Estreptomicina é particularmente relevante devido
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ao uso desses antibidticos no tratamento de infecgdes causadas por enterococci. A
MIC da gentamicina para os enterococci varia de 6 a 64 ug/mL e dos B-lactamicos
varia de 1 a 16 yg/mL (Arias et al., 2010; Mathur et al., 2005; Conde-Esteévez et al.,
2011; Gama et al., 2008). A resisténcia a outras classes de antibioticos, incluindo
eritromicina e tetraciclina, entre enterococci obtidos de alimentos de origem animal,
foi previamente descrita como uma caracteristica comum (Hammad et al., 2015;
Jamet et al.,, 2012; Koluman et al., 2009; Nieto-arribas et al., 2011). Ja foram
caracterizados e relatados nove tipos de resisténcia aos glicopeptideos (vanA, vanB,
vanC, vanD, vanE, vanG, vanl, vanM e vanN) (Yilmaz et al., 2016). Essa resisténcia
€ caracterizada pela auséncia de zona de crescimento ao redor dos discos
impregnados com os antimicrobianos, o que a torna uma preocupacéao significativa
em contextos clinicos, uma vez que os enterococci podem transferir esses genes de
resisténcia para outros microrganismos (CLSI, 2012). Vinte e trés linhagens de
Enterococcus spp. (44,23%) utilizados neste estudo apresentaram resisténcia a
eritromicina, sendo vinte e dois (95,65%) pertencente a espécie E. faecium,
concordando com os achados de Hammad et al., (2015), Jamet et al., (2012),
Koluman et al., (2009) e Nieto-arribas et al., (2011). No presente estudo, oito cepas
de E. faecalis (47,05%) se mostraram resistentes a tetraciclina, enquanto trés E.
durans (75%) foram resistentes ao cotrimoxazol. Dezessete cepas de E. faecium,
duas de E. durans e uma de E. faecalis se mostraram resistentes a penicilina,
enquanto sete E. faecium, dois E. durans e dois E. faecalis se apresentaram

resistentes a ampicilina, assim como relatado por Arias et al., (2010).

Os dados de susceptibilidade aos antimicrobianos do presente estudo
permitem inferir que, por este parametro, todas as espécies avaliadas podem ser
consideradas para futuros estudos e potencialmente serem usadas como
probidticos, pois se enquadram em um dos requisitos da RDC n° 241/2018, de 26 de
julho de 2018 da ANVISA, ndo sendo resistentes a todos os antimicrobianos se

apresentando sensiveis a pelo menos quatro.
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5. CONCLUSAO

As espécies de maior ocorréncia na populagcado (n=98) usada no presente
estudo foram E. faecium (31,63%) e L. plantarum (14,28%). Linhagens de lactobacilli
isolados de leite cru, massa de quejo e queijo artesanal se mostraram capazes de
inibir o crescimento de E. coli, S. aureus e E. faecalis, enquanto os enterococci se
mostraram mais capazes de inibir S. agalactiae. Cinco cepas (5,10%) de L.
plantarum (N=2), E. faecalis (N=1) e E. faecium (N=2) apresentaram producao de
substancia inibitéria de natureza proteica contra o patdégeno E. faecalis, sendo
possiveis produtoras de bacteriocinas. Quarenta e cinco linhagens de lactobacilli se
apresentaram resistentes a vancomicina, enquanto 27 linhagens de enterococci
apresentaram resisténcia a eritromicina, sendo esses o0s dois antimicrobianos com
maior indice de resisténcia dentre as cepas contidas no presente trabalho. O
resultado positivo para a producido de substancia inibitéria de natureza proteica em
cinco das linhagens estudadas, aliado a sua suscetibilidade fenotipica a pelo menos
cinco dos antimicrobianos testados, reitera a importancia do presente estudo. Essas
constatagbes evidenciam que tais linhagens tém o potencial de serem empregadas
como agentes bioprotetores na cadeia produtiva do leite. Contudo, mais estudos
devem ser conduzidos com esses microrganismos para que seja confirmado seu

mecanismo de inibicdo e sua inocuidade.
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