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RESUMO GERAL

A crescente preocupagao com a resisténcia antimicrobiana e a busca por
alternativas naturais para a conservagao de alimentos tém impulsionado o estudo de
bactérias acido-laticas (BAL), amplamente utilizadas na industria de laticinios por
sua capacidade de produzir metabdlitos com ag¢do antimicrobiana, como acidos
organicos e bacteriocinas. Este trabalho teve como objetivo isolar, identificar,
comparar perfis de resisténcia a antibiéticos e caracterizar o potencial bioprotetor de
linhagens de BAL de amostras de leite cru de sistemas orgénicos e convencionais
no estado do Rio de Janeiro. Foram isoladas 126 colbénias bacterianas, das quais 67
foram identificadas presuntivamente como BAL. A analise por REP-PCR resultou em
48 linhagens geneticamente distintas, posteriormente identificados por MALDI-TOF
como pertencentes aos géneros Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc e
Lactobacillus. Considerando o conjunto das linhagens analisadas, ensaios de
antibiograma por difusdo em agar revelaram maior taxa de resisténcia das linhagens
de BAL ao antibidtico cotrimoxazol e suscetibilidade de todas as linhagens ao
cloranfenicol, sem detecgdo dos genes de resisténcia pesquisados (ermB, tetO/M/K,
blaZ, mecA, aacA-aphD e vanA/B). Todas as linhagens, independente do sistema de
producao, se mostraram suscetiveis a pelo menos quatro dos antibiéticos testados.
Em termos comparativos, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os
dois sistemas quanto as taxas de linhagens suscetiveis aos antibioticos testados. Os
ensaios de antagonismo pela técnica spot-on-the-lawn das linhagens de BAL
provenientes de leite organico contra oito patdégenos relevantes para a cadeia
produtiva do leite (Enterococcus faecalis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
uberis, Streptococcus dysgalactiae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli e Listeria monocytogenes) evidenciou pelo menos uma
bactéria potencialmente bioprotetora contra cada um dos patdgenos testados. A
atividade de Enterococcus italicus 06 contra E. faecalis ATCC 29212 mostrou-se
sensivel a enzimas proteoliticas, estavel em pHs 4 e 6 e nos bindmios
tempo/temperatura de, 80 °C por 10 minutos e 121 °C por 15 minutos, indicando que
a inibicdo por E. italicus é devida a produ¢cdo de uma bacteriocina com potencial
aplicagao na biopreservagao de alimentos. Os achados reforgam a relevancia das

BAL como candidatas seguras e funcionais para uso em sistemas alimentares, além



de destacarem o leite organico como uma matriz promissora para a prospecgao de

culturas bioprotetoras.

Palavras-chave: Bacteriocinas. Resisténcia antimicrobiana. Leite organico.

Bioprotegao.

GENERAL ABSTRACT

The growing concern about antimicrobial resistance and the search for natural
alternatives for food preservation have driven the study of lactic acid bacteria (LAB),
widely used in the dairy industry for their ability to produce antimicrobial metabolites,
such as organic acids and bacteriocins. This study aimed to isolate, identify, compare
antibiotic resistance profiles, and characterize the bioprotective potential of LAB
strains from raw milk samples collected from both organic and conventional
production systems in the state of Rio de Janeiro, Brazil. A total of 126 bacterial
colonies were isolated, of which 67 were presumptively identified as LAB. REP-PCR
analysis resulted in 48 genetically distinct strains, later identified by MALDI-TOF as
belonging to the genera Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, and Lactobacillus.
Considering the set of strains analyzed, agar diffusion antibiogram assays revealed a
higher rate of resistance to the antibiotic cotrimoxazole among LAB strains and
universal susceptibility to chloramphenicol, with no detection of the tested resistance
genes (ermB, tetO/M/K, blaZ, mecA, aacA-aphD, and vanA/B). All strains, regardless
of the production system, were susceptible to at least four of the tested antibiotics.
Comparatively, no statistically significant difference was observed between the two
systems regarding the susceptibility rates to the tested antibiotics. Antagonism
assays using the spot-on-the-lawn technique with LAB strains from organic milk
against eight pathogens relevant to the dairy production chain (Enterococcus
faecalis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
and Listeria monocytogenes) demonstrated at least one potentially bioprotective LAB

strain active against each of the tested pathogens. The antimicrobial activity of



Enterococcus italicus 06 against E. faecalis ATCC 29212 was sensitive to proteolytic
enzymes and stable at pH 4 and 6, as well as at time/temperature combinations of
80 °C for 10 minutes and 121 °C for 15 minutes, indicating that the inhibition by E.
italicus is due to the production of a bacteriocin with potential application in food
biopreservation. The findings reinforce the relevance of LAB as safe and functional
candidates for use in food systems and highlight organic milk as a promising matrix

for the discovery of bioprotective cultures.

Keywords: Bacteriocins. Antimicrobial resistance. Organic milk. Bioprotection.
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1 INTRODUGAO GERAL

As bactérias acido-laticas (BAL) constituem um grupo microbiano amplamente
distribuido em alimentos fermentados, com destaque para a industria de laticinios,
onde sao empregadas tanto como culturas iniciadoras quanto nao iniciadoras
(NSLAB), contribuindo para o desenvolvimento de propriedades sensoriais e
funcionais dos produtos. Sua capacidade de produzir metabdlitos antimicrobianos
(como acidos organicos, peroxido de hidrogénio e, principalmente, bacteriocinas) as
torna agentes naturais promissores para a biopreservacdo de alimentos, podendo
reduzir a necessidade de conservantes quimicos e atender a crescente demanda
por alimentos mais seguros e naturais (MOKOENA, 2017; HAMMAMI et al., 2019,
CHEN et al., 2025).

Nesse contexto, a prospecgdao de linhagens de BAL com atividade
antimicrobiana e perfis de suscetibilidade seguros tem ganhado relevéancia,
especialmente em sistemas de produgdo com menor uso de insumos quimicos,
como a pecuaria leiteira organica. Consideram-se perfis de suscetibilidade seguros
aqueles que demonstram auséncia de resisténcia adquirida a antibidticos
clinicamente relevantes e que apresentam sensibilidade a pelo menos dois desses
antimicrobianos, conforme critérios adotados por 6rgdos reguladores como a
ANVISA e a EFSA. O leite cru proveniente de propriedades leiteiras que adotam o
sistema organico de produgado, nas quais é proibido o uso de antibidticos e estao
sujeitas a condigdes menos intervencionistas, constitui um ambiente propicio a
selecdo de microbiota naturalmente diversa, com potencial para a producado de
compostos bioativos ainda pouco explorados (COTTER et al., 2005; SABUNEVICA;
ZAGORSKA, 2023).

Apesar da reconhecida seguranga das BAL, a resisténcia antimicrobiana
também pode estar presente nesse grupo, seja de forma intrinseca ou adquirida.
Diante do aumento global da resisténcia a antibiéticos e da possibilidade de
transferéncia horizontal de genes de resisténcia para microrganismos patogénicos,
torna-se essencial avaliar o perfil fenotipico e genotipico das BAL, especialmente
quando ha interesse em sua aplicagdo tecnolégica em alimentos (WHO, 2017;
HUMMEL et al., 2007). Comparar os perfis de resisténcia em sistemas de produgéo

organica e convencional pode elucidar os impactos das praticas de manejo sobre a
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seguranga microbiolodgica das linhagens, bem como fornecer evidéncias acerca do
potencial do leite organico como fonte de BAL para fins tecnoldgicos.

Dessa forma, esta dissertacdo estd estruturada em dois capitulos,
correspondentes a artigos cientificos que serdao submetidos para publicagdo, os
quais abordam de forma complementar dois eixos de investiga¢ao interligados: (i) a
analise comparativa dos perfis fenotipicos e genotipicos de resisténcia a antibidticos
em BAL isoladas de leite cru proveniente de sistemas orgéanico e convencional; e (ii)
a triagem de BAL isoladas de leite organico quanto a produgdo de substancias
antimicrobianas de natureza proteica, com foco na caracterizagdo de uma possivel
bacteriocina produzida por Enterococcus italicus. Conjuntamente, os estudos
apresentam uma populacdo de bactérias com informagdes associadas suficientes
para a recomendacado de investigacdo mais aprofundada em linhagens de BAL
especificas com indicios de seguranga e funcionalidade para uso no setor lacteo,
evidenciam o potencial do leite organico como fonte de linhagens bioprotetoras, bem
como contribui para um melhor entendimento da diversidade das BAL no leite,

reforcando sua importancia como culturas viaveis para aplicagao industrial.



12

2 CAPITULO 1 - BACTERIAS ACIDO-LATICAS DE LEITE ORGANICO
APRESENTAM PERFIS DE RESISTENCIA MAIS SEGUROS EM COMPARAGAO
AS DE LEITE CONVENCIONAL?

Bruna Vieira Alonso?; Vanessa Aglaé Martins Teodoro?; Karina Neoob de Carvalho
Castro®; Kenia Moura Teixeira®; Rodrigo Yudi Fujimoto®; Isabela Vieira Barbosa?;
Paula Aparecida Azevedo Almeida®; Joice Fatima Moreira Silva?; Jodo Batista

Ribeiro®

@ Programa de Pods-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia do Leite e Derivados,
Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, MG, Brasil, 36036-900

® Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG, Brasil, 36038-330

°Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, SE, Brasil, 49025-040

4 Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG, Brasil, 37200-900.

* Corresponding author: jodo-batista.ribeiro@embrapa.br

RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar se bactérias acido-laticas (BAL)
isoladas de leite cru de sistema orgénico apresentam perfis de suscetibilidade a
antibidticos mais seguros, em comparagdo as BAL provenientes de leite
convencional. A partir de 10 amostras de leite, 48 linhagens pertencentes aos
géneros Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus e Leuconostoc foram obtidas.
Independente do sistema de produgdo, a menor taxa de linhagens suscetiveis foi
observada para o antibidtico cotrimoxazol (52%) e a maior para o cloranfenicol
(100%). Em termos comparativos, os dados nao evidenciaram distingbes
estatisticamente significativas de taxas de resisténcia das linhagens aos antibiéticos
entre os sistemas organico e convencional. Os genes ermB, tetO/M/K, blaZ, mecA,
aacA-aphD e vanA/B nao foram detectados em nenhuma linhagem da populagado
analisada. S&o necessarios estudos com uma populagdo de BAL mais numerosa,
preferencialmente com maior numero e distribuicdo mais equilibrada de linhagens

dentro de cada taxon, para uma resposta mais conclusiva. Além disso, a avaliagao
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de outros caracteres e inclusdo de novos genes de resisténcia e fatores ambientais

€ desejavel.

Palavras-chave: Lactobacillus. Antibioticos. Antibiograma. Resisténcia.

Enterococcus. Lactococcus. BAL.
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ABSTRACT

This study aimed to investigate whether lactic acid bacteria (LAB) isolated
from raw milk produced under organic systems exhibit safer antibiotic susceptibility
profiles compared to LAB derived from conventional milk. From 10 milk samples, 48
strains belonging to the genera Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, and
Leuconostoc were obtained. Regardless of the production system, the lowest
proportion of susceptible strains was observed for the antibiotic cotrimoxazole (52%),
while the highest was for chloramphenicol (100%). Comparatively, the data did not
reveal statistically significant differences in antibiotic resistance rates between strains
from organic and conventional systems. The resistance genes ermB, tetO/M/K, blaZ,
mecA, aacA-aphD, and vanA/B were not detected in any of the analyzed strains.
Further studies with a larger LAB population, preferably with a greater and more
balanced distribution of strains within each taxon, are needed for more conclusive
results. Additionally, the evaluation of other traits and inclusion of new resistance

genes and environmental factors is recommended.

Keywords: Lactobacillus. Antibiotics. Antibiogram. Resistance. Enterococcus.

Lactococcus. LAB.
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2.1 INTRODUGAO

As bactérias acido-laticas (BAL) sado microrganismos Gram-positivos, néo
esporulados e catalase-negativos, geralmente em forma de cocos ou bacilos, com
alta tolerancia a ambientes acidos (SABO et al., 2014; WANG et al.,, 2021).
Produzem &cido latico pela fermentagcdo de carboidratos (KHALID, 2011) e
compreendem diversos géneros, como Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus e Weissella (MOKOENA, 2017).

Algumas BAL tém potencial probiético, atuando de forma benéfica no
hospedeiro por meio da modulagdo da microbiota, suporte a imunidade e producao
de compostos antimicrobianos (VAN ZYL et al., 2020). Linhagens selecionadas sao
utilizadas como culturas iniciadoras em alimentos fermentados, promovendo
mudancas previsiveis no produto (GARCIA-DIEZ; SARAIVA, 2021; YANG et al.,
2023). Ja as BAL nao iniciadoras (NSLAB) participam da maturagdo de alimentos
fermentados, contribuindo para o sabor, aroma e textura, ainda que ndo sejam
inoculadas intencionalmente (SETTANNI; MOSCHETTI, 2010; FOX et al., 2017).
Contudo, podem causar defeitos sensoriais indesejaveis (LUNARDI et al., 2021).

Por isso, a selegdo criteriosa de linhagens — iniciadoras ou ndo — deve
considerar tanto sua seguranga microbiolégica quanto seu desempenho tecnoldgico
(FRANCIOSI et al., 2009; ZACARIAS et al., 2011). BAL com propriedades funcionais
e capacidade de bioprotecdo sao alternativas promissoras a substituicdo de
conservantes quimicos, alinhando-se a demanda por alimentos mais naturais
(HAMMAMI; FLISS; CORSETTI, 2019; SAID et al., 2019; MACHADO, 2023).

Relatorios recentes da FAO e OMS (2019) e da FAO (2024) evidenciam a
tendéncia de consumo por alimentos mais saudaveis e sustentaveis, o que reforga o
uso de BAL como agentes bioprotetores naturais e seguros. A produgao organica de
leite estd alinhada a esse movimento, ao evitar antibidticos, hormonios e aditivos
sintéticos, promovendo o bem-estar animal e fornecendo matéria-prima mais limpa
(MACHADO et al., 2022). Segundo o Observatoério do Leite Organico (EMBRAPA
GADO DE LEITE, 2023), o setor tem crescido no Brasil, destacando sua relevancia.

A pecuaria convencional, por outro lado, ainda apresenta uso inadequado de
antibiéticos, favorecendo a resisténcia antimicrobiana tanto em patdégenos quanto
em microrganismos de interesse tecnologico (DO NASCIMENTO; MAESTRO; DE
CAMPOS, 2001; VAN BOECKEL et al., 2015; SHARMA et al., 2018). A transferéncia
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horizontal de genes de resisténcia representa risco a seguranca dos alimentos
(GAD; ABDEL-HAMID; FARAG, 2014), e a OMS alerta que, sem acgdes efetivas, a
resisténcia antimicrobiana pode comprometer a eficacia dos antibiéticos até 2050
(ANVISA, 2019).

Nesse cenario, analisar os perfis de resisténcia em BAL isoladas de
diferentes sistemas de produgdo, sobretudo do orgénico, que impde menor pressao
seletiva pode revelar linhagens mais seguras para aplicagao tecnolégica (PITTA et
al., 2020; BORELLI et al.,, 2023). Ainda que muitas BAL sejam consideradas
seguras, ha registros de linhagens com genes de resisténcia, mesmo que em menor
frequéncia (LIMA et al., 2016).

A aplicagdo de microrganismos vivos em alimentos com alegagdes funcionais
ou probiéticas, como as BAL, no Brasil é regulamentada pela RDC n° 241/2018
(ANVISA), com alteragdes pelas RDCs n° 839/2023 e n° 843/2024, que reforgcam a
necessidade de identificagdo no nivel de linhagem, comprovacado de seguranga e
eficacia funcional. Nesse cenario, BAL isoladas de leite organico destacam-se como
candidatas promissoras, por estarem potencialmente menos expostas a antibiéticos
e, consequentemente, apresentarem menor probabilidade de carregar genes de
resisténcia antimicrobiana ou de viruléncia, caracteristicas compativeis com os
critérios de seguranga exigidos pela legislagcdo vigente. A escassez de estudos
comparativos no Brasil que avaliem o impacto dos diferentes sistemas de produgao
sobre a resisténcia antimicrobiana em BAL reforga a necessidade de investigagdes
nessa area.

Diante disso, este estudo teve como objetivo isolar e avaliar
comparativamente BAL de leite bovino organico e convencional quanto aos perfis de
suscetibilidade a antibioticos. A motivagcao decorre do crescimento da produgao
organica no Brasil (EMBRAPA GADO DE LEITE, 2023) e da necessidade de
identificar se esse sistema oferece vantagens em seguranga microbiolégica para o

uso tecnolégico de BAL.

2.2 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos adotados neste estudo envolveram a coleta e analise de
amostras de leite cru provenientes de sistemas organico e convencional, com 0

objetivo de isolar, identificar e caracterizar BAL. Para fins deste estudo,
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considerou-se como sistema organico aquele que segue as diretrizes estabelecidas
pela Instrucdo Normativa n°® 46/2011 do MAPA, que proibe o uso rotineiro de
antibidticos, horménios e aditivos sintéticos, prioriza o bem-estar animal e exige
certificagdo por organismo credenciado. Ja o sistema convencional refere-se a
producdo leiteira que nao adota essas restricbes e permite o uso de insumos
veterinarios de forma preventiva ou corretiva, conforme regulamentagao sanitaria
vigente. A seguir, sdo descritas as etapas de coleta, isolamento bacteriano,
identificacdo das linhagens, bem como os testes de resisténcia a antimicrobianos e

analise molecular.

2.21 Coleta de amostras de leite, isolamento bacteriano e identificagao

presuntiva dos isolados

Amostras de leite recém-ordenhado (n = 10, 50 mL cada) foram coletadas,
assepticamente, em tanques de expansao refrigerados (até 4 °C) de quatro
propriedades produtoras de leite organico e seis de leite convencional, localizadas
no estado do Rio de Janeiro, Brasil (Figura 1). As amostras foram acondicionadas
em caixas isotérmicas contendo gelo, transportadas ao laboratério e mantidas a 4 °C
até o momento do isolamento das BAL, realizado em até 24 horas apods a coleta. As
coletas ocorreram em setembro de 2022, e a selegado das propriedades de produgao
convencional foi baseada na proximidade geografica com as propriedades
organicas, com o objetivo de minimizar a influéncia de variaveis ambientais que

poderiam interferir nos resultados.

Figura 1 - Localizagcao das propriedades com coleta de leite cru no estado do

Rio de Janeiro
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Mapa representando as cidades do estado do Rio de Janeiro onde foram realizadas as
coletas e suas coordenadas geograficas em graus, minutos e segundos. As coordenadas
dos municipios sdo as seguintes: Vassouras (22°24'19" S, 43°39'44" W); Resende
(22°28'14" S, 44°27'03" W); Nova Iguacgu (22°4520" S, 43°27'37" W); Teresépolis (22°25'00"
S, 42°58'31" W); Itaborai (22°44'39" S, 42°51'36" W); Tangua (22°43'59" S, 42°43'18" W);
Sapucaia (21°59'40" S, 42°54'54" W); Mendes (22°31'28" S, 43°43'55" W); S&o José de Uba
(21°21'55" S, 41°57'06" W).

Apds a homogeneizagéao, aliquotas de 1 mL de cada amostra foram diluidas
serialmente em tubos estéreis contendo solucéo salina 0,65%. Aliquotas de 0,1 mL
das diluigdes foram inoculadas por espalhamento em placas contendo meio agar
Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (Becton, Dickinson, and Company, Franklin Lakes,
Estados Unidos) e incubadas a 35 °C, por 24 a 48 horas, em condigbes de
aerobiose. As colbnias foram selecionadas com base em caracteristicas
morfolégicas como tamanho, coloracdo e tipo de borda. Para a identificacao
presuntiva de BAL, foram realizados os testes de Gram e catalase, conforme
metodologia descrita por Gram (1884) e Loew (1900), respectivamente, com

modificagdes, utilizando colbnias isoladas e reagentes especificos.
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2.2.2 Andlise de fingerprint das bactérias por REP-PCR

Todas as colbnias classificadas presuntivamente como BAL foram avaliadas
pela técnica de REP-PCR, conforme proposto por Versalovic et al. (1994), com
modificagdes descritas por Silva et al. (2025), visando eliminar a redundéancia
genética entre os isolados. Foi utilizado o kit GoTag® Flexi DNA Polymerase da
Promega (Promega Corporation, Madison, Estados Unidos) com o primer (GTG)5
universal (Sequéncia 5 — 3 GTGGTGGTGGTGGTG). O programa utilizado no
Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Estados Unidos)
para amplificagdo do DNA consistiu em: 1 ciclo de desnaturagao inicial (95°C por 15
minutos), 30 ciclos de desnaturagdo, anelamento e extensdo (95°C por 30
segundos, 40°C por 1 minuto e 65°C por 8 minutos) e um ultimo ciclo de extensao
(65°C por 10 minutos).

As reacbes foram submetidas a corridas de eletroforese horizontal em gel de
agarose 0,9% (Ludwig Biotec, Brasil). O marcador de peso molecular de 1 Kb da
DNA Ladder (Promega Corporation, Madison, Estados Unidos) foi utilizado na
eletroforese. Ao final da corrida, os géis foram corados em brometo de etidio 0,01%
(Sigma-Aldrich, USA), por 10 minutos e a descoloragao foi realizada por 30 minutos
em agua destilada. A documentagao da imagem do gel foi feita no fotodocumentador

L-PIX EX (Loccus Biotecnologia, Brasil).

2.2.3 Analise de similaridade dos padroes de bandas eletroforéticas

Os fingerprints de DNA dos isolados de BAL foram analisados visualmente em
géis individuais e conjuntamente comparados utilizando o software BioNumerics®
v.6.6.11 (Applied Maths, Bélgica). A similaridade entre os perfis digitalizados foi
calculada utilizando as distancias de Jaccard, com tolerancia de 1% e a relagao
entre as populagdes avaliadas por meio da constru¢cdo de dendrogramas utilizando o
algoritmo UPGMA. Isolados com similaridade genética inferior a 90% foram
considerados geneticamente distintos para fins de selecdo de representantes nao
redundantes para as analises subsequentes (GEVERS; HUYS; SWINGS, 2001).
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2.2.4 Identificacao das bactérias por Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization — Time of Flight (MALDI-TOF)

Linhagens de BAL nao redundantes foram identificadas por espectrometria de
massa MALDI-TOF, conforme Nacef et al. (2017). Para tal, coldnias frescas isoladas
foram inoculadas em agar MRS para obtencdo de crescimento confluente e
incubadas em estufa a 35°C, por 24 horas. Apds este periodo de crescimento, a
massa celular total de cada bactéria foi transferida assepticamente para tubos tipo
Eppendorf de 2,0 mL contendo 300 pL de agua deionizada estéril. A suspensao foi,
entdo, homogeneizada e acrescida de 900 pL de etanol 100% (Sigma-Aldrich, USA).
Foi realizada extracdo das proteinas celulares e os espectros de massas foram
adquiridos usando um espectrometro de massas Autoflex Il SmartBeam, conforme
instrugdes do fabricante (Bruker Daltonics Inc.).

A identificagdo das linhagens foi baseada nos escores obtidos, interpretados
segundo os critérios do fabricante: escore = 2,000 foi considerado identificagdo
segura em nivel de espécie; entre 1,700 e 1,999, identificacdo confiavel em nivel de

género; e < 1,700 foi considerado nao identificavel com confiabilidade estatistica.

2.2.5 Analise fenotipica do perfil de resisténcia de linhagens de BAL a

antibioticos

A avaliacdo das linhagens de BAL geneticamente nao redundantes quanto ao
perfil de resisténcia a antibidticos foi realizada seguindo o protocolo descrito em
Charteris et al. (1998), com modificagcdes descritas por Silva et al. (2025). Foram
utilizados discos de nove antibioticos amplamente empregados na cadeia produtiva
do leite (Vancomicina 30 ug, Penicilina G 10 pg, Estreptomicina 10 ug, Tetraciclina
30 pg, Ampicilina 10 ug, Gentamicina 10 ug, Cloranfenicol 30 pg, Eritromicina 15 pg
e Cotrimoxazol [Trimetoprima 1,25 pg e Sulfametoxazol 23,75 pjg]) (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido). As bactérias selecionadas foram inoculadas em placas
de Petri contendo agar MRS e incubadas a 35°C por 24 horas. Em seguida, foram
preparadas suspensdes bacterianas a partir de cada linhagem, transferindo uma
aliquota de 100 pL (0,5 na escala de McFarland) de cada uma para 1 mL de caldo
MRS. Essas suspensdes foram incubadas por 24 horas a 35°C. Apds o periodo de

incubacdo, 100 uL de cada cultura foram transferidos para placas de Petri contendo
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agar MRS, e a suspenséao foi espalhada uniformemente sobre toda a superficie do
meio utilizando um swab estéril. Apds a absorcdo completa da suspensao no meio,
os discos contendo os antimicrobianos foram colocados sobre o agar. As placas
foram incubadas por mais 24 horas a 35°C e, entdo, foi realizada a medigao dos

halos de inibi¢ao.

2.2.6 Deteccao de genes de resisténcia a antibiéticos em linhagens de BAL por
PCR

A detecgdo dos genes de resisténcia a antibidticos (ermB, tetO/M/K, blaZ,
mecA, aacA-aphD, vanA/B) foi realizada por PCR multiplex conforme protocolos ja
descritos na literatura (Tabela 1). A selecdo desses genes se baseou na sua ampla
distribuicdo entre bactérias Gram-positivas e no potencial de transferéncia horizontal
desses determinantes genéticos, especialmente a partir de patdogenos relevantes
para a mastite bovina como Staphylococcus aureus e Streptococcus spp.
(GUEIMONDE et al., 2013). Como controles positivos nas reagées de PCR, foram
utilizadas cepas do acervo da Colecdo de Microrganismos de Interesse para
Agroindustria e Pecuaria (CMIAP) da Embrapa, previamente caracterizadas e
descritas por Almeida (2018), conforme detalhado na Tabela 1. As rea¢dées de PCR
foram realizadas em volume final de 25 L, utilizando o kit GoTaqg® DNA Polymerase
(Promega), contendo tampao 5X, MgCl. (1,5mM), dNTPs (0,2mM de cada
nucleotideo), 1 U de Tag DNA polimerase, pares de primers especificos (Tabela 1) e
1uL de DNA gendmico (0,4—-40ng). As condicbes de termociclagem foram:
desnaturacgao inicial a 94 °C por 5 min, seguida de 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C
por 30s e 72°C por 1 min e 50 s, com extensao final a 72 °C por 7 min, seguindo

protocolo adaptado por Almeida (2018).

Tabela 1 — Lista de primers e controles positivos utilizados na detecgao de genes de

resisténcia a antibidticos em BAL

Gene Primer Amplicon  Controles Referéncia

alvo (pb) positivos
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ermB  ermB1 - 359 CMIAP GL Lina et al.,
CGTTTACGAAATTGGAACAG 10101 1999; Almeida,
GTAAAGGGC S. 2018
ermB2 - agalactiae
GAATCGAGACTTGAGTGTG
C

tetO tetO 1 - 515 CMIAP GL Ng et al., 2001;
AACTTAGGCATTCTGGCTCA 10101 Almeida, 2018
C S.
tetO 2 - agalactiae
TCCCACTGTTCCATATCGTC
A

tetM tetM 1 - 1862 CMIAP GL Trzcinski et al.,
AGTTTTAGCTCATGTTGATG 10101 2000; Almeida,
tetM 2 - S. 2018
TCCGACTATTTAGACGACGG agalactiae

tetK tetK 1 - 1159 CMIAP GL Trzcinski et al.,
TATTTTGGCTTTGTATTCTTT 8545 2000; Almeida,
CAT S. 2018
tetk 2 - epidermidis
GCTATACCTGTTCCCTCTGA
TAA

aacA- aacA-aphD 1 - 228 CMIAP GL  Strommenger

aphD  TAATCCAAGAGCAATAAGGG 10101 et al. 2003;
C S. Almeida, 2018
aacA-aphD 2 - agalactiae
GCCACACTATCATAACCACT

A
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mecA mecA 1 - 310 CMIAP GL Vannuffel et al.,
TGGCTATCGTGTCACAATCG 8545 1995; Almeida,
mecA 2 - S. 2018
CTGGAACTTGTTGAGCAGA epidermidis
G
blaZz blaZ 1 - 517 CMIAP GL Vesterholm-Nie
AAGAGATTTGCCTATGCTTC 8545 Isen et al.,
blaZ 2 - S. 1999; Almeida,
GCTTGACCACTTTTATCAGC epidermidis 2018
vanA vanA1- 377 - Lemcke et al.,
TCTGCAATAGAGATAGCCGC 2000
vanA 2 - 377 - Lemcke et al.,
GGAGTAGCTATCCCAGCATT 2000
vanB vanB 1 - 529 - Lemcke et al.,
GCTCCGCAGCCTGCATGGA 2000
CA
vanB 2 -
ACGATGCCGCCATCCTCCT
GC

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os codigos referem-se a identificagdo no nivel de linhagem do espécimen depositado na

CMIAP.

2.2.7 Analise estatistica dos dados

Para avaliar a resisténcia a antibidticos entre as BAL isoladas de leite

organico e convencional, foram realizadas duas analises estatisticas principais: o

teste exato de Fisher, para comparar a propor¢édo de linhagens resistentes a cada

antibidtico, e o teste de Mann-Whitney, para comparar a distribuicdo do numero de

suscetibilidades entre os sistemas, adequado para dados discretos € ndo normais. O

namero total de resisténcias por linhagem (variando de 0 a 9) foi calculado como o

nuamero de antibidticos aos quais cada linhagem apresentou resisténcia. A
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normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade
de variancias foi avaliada pelo teste de Levene. Todas as analises foram realizadas
no software RStudio® (versao 4.3.2). O nivel de significancia adotado foi de 5% (p <
0,05).

2.2.8 Concentragao Minima Inibitéria (CIM)

A determinagdo da concentragdo minima inibitoria (CIM) em BAL
tradicionalmente utiliza o meio Mueller-Hinton (MH), conforme estabelecido pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023). No entanto, esse meio foi
padronizado para microrganismos patogénicos de interesse clinico e ndo contempla
as exigéncias nutricionais especificas das BAL, que sao microrganismos fastidiosos
e requerem suplementagbes especificas para crescimento ideal (GANZLE, 2015).
Diante disso, foi realizado um experimento preliminar para comparar o desempenho
das linhagens selecionadas nos meios MH e MRS, este ultimo tradicionalmente
utilizado e considerado adequado ao cultivo de BAL devido a sua composi¢cao
nutricional compativel com as exigéncias desses microrganismos (GANZLE, 2015).

Com base nos resultados do experimento de antibiograma, foram
selecionadas linhagens com diferentes perfis de resisténcia e cultivadas nos meios
Mueller-Hinton (MH) e MRS, incubados a 35 °C por 24 e 48 horas. Os ensaios foram
realizados em microplacas de 96 pogos, contendo 200 uL de cada meio previamente
inoculado com suspensodes bacterianas padronizadas a escala 0,5 de McFarland. As
amostras foram distribuidas em duplicata para cada meio e tempo de incubacéo.
Como controle positivo, utilizou-se a cepa Enterococcus faecalis ATCC 29212,
cultivada exclusivamente em MH, conforme diretrizes do CLSI (2023). Controles
negativos foram preparados com os meios estéreis, sem inoculagdo. A densidade
Optica foi medida em 600 nm, nos tempos de 24 e 48 horas, utilizando
espectrofotometro de microplacas BioTek Eon™ (Agilent Technologies, EUA),
permitindo a construgao de curvas comparativas de crescimento.

Com base nesses resultados e nos perfis fenotipicos obtidos por difusdo em
disco, foram selecionadas quatro linhagens de BAL (duas oriundas do leite organico
e duas do leite convencional) para avaliagdo da MIC. Essa etapa foi realizada com o
objetivo de reforgar os resultados fenotipicos do antibiograma, considerando que

ndo ha padrdes interpretativos especificos estabelecidos para BAL nos protocolos
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convencionais, e que tanto o método de difusdo em disco quanto os ensaios de
microdiluicdo exigem adaptagdes especificas para esses microrganismos (KLARE et
al., 2005; MAYRHOFER et al., 2014). A selegao considerou a origem das amostras e
os perfis fenotipicos contrastantes de resisténcia a gentamicina e a ampicilina: uma
linhagem resistente e uma sensivel para cada sistema, visando representar
diferentes perfis de resisténcia.

Os antibidticos escolhidos sdo amplamente utilizados na cadeia produtiva do
leite e apresentaram variagdes nos resultados de resisténcia ao longo do estudo. O
teste de CIM foi realizado por microdiluicho em caldo, em placas de 96 pocos,
conforme metodologia do CLSI (2023), com adaptagdes, utilizando kits comerciais
padronizados (Sigma-Aldrich, EUA; HiMedia, india). As concentragbes testadas
variaram entre 0,5-16 yg/mL para ampicilina e 2—64 ug/mL para gentamicina. As
analises foram conduzidas em triplicata, com leitura da densidade optica apos 24
horas de incubacdo a 35°C, utilizando o mesmo espectrofotdmetro. Conforme
especificagao do CLSI M100 (2023), a cepa E. faecalis ATCC 29212 foi empregada
como controle positivo para garantir a confiabilidade da metodologia de CIM
aplicada. As linhagens foram consideradas suscetiveis a ampicilina quando
apresentaram CIM <2 pg/mL e resistentes quando CIM 216 pg/mL. Para
gentamicina, embora o CLSI recomende a avaliagdo com concentragbes elevadas
(500 pg/mL) para deteccao de resisténcia adquirida, os kits comerciais utilizados no
presente estudo empregam faixas entre 2—64 pg/mL, sendo os pontos de corte
baseados na validacao interna dos fabricantes tendo como base referéncias como o
CLSI M100 e organismos controle padrao. Ressalta-se que, na auséncia de critérios
especificos para BAL, essa abordagem representa uma estratégia metodoldgica de

referéncia adotada em estudos com microrganismos nao padronizados.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Isolamento, identificagao presuntiva e avaliagdao da diversidade genética
dos isolados de BAL

Um total de 126 isolados bacterianos foi obtido em MRS a partir de 10
amostras de leite, sendo 58 provenientes do leite de fazendas de sistema de criacéo

organica e 68 de fazendas de sistema de criagdo convencional. Dentre esses
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isolados, 67 foram identificados presuntivamente como BAL, exibindo a forma de
cocos (n=64) ou de bacilos (n=3) com resultado positivo na coloragdo de Gram e
negativo no teste da catalase. Do total, 24 linhagens foram oriundas da produgao
organica e 43 da convencional.

Para todas as linhagens bacterianas presuntivamente identificadas como BAL
(n=67), fingerprints de DNA foram obtidos por REP-PCR. Analises por inspec¢ao
visual (fingerprints presentes no mesmo gel) e com auxilio do programa
BioNumerics® (fingerprints de todos os isolados) evidenciaram 48 linhagens
geneticamente distintas, sendo 24 provenientes do sistema de produgéo orgénica e
24 do convencional. Os microrganismos que apresentaram perfis moleculares com
grau de similaridade igual ou superior a 90% com base nos padrdes de bandas dos

fingerprints foram considerados clones (Figura 2).

Figura 2 - Dendrogramas das BAL isoladas das amostras de leite cru das

fazendas de criagcdo organica (A) e convencional (B)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

2.3.2 Identificagao das linhagens de BAL em nivel de espécie por MALDI-TOF

Todas as linhagens geneticamente nao redundantes, exceto a 29, foram
identificadas ao nivel de espécie por espectrometria de massa, como pertencentes
aos seguintes géneros: Lactobacillus (n=3), Lactococcus (n=19), Leuconostoc (n=6)
e Enterococcus (n=19) (Tabela 2). Os escores de identificagdo variaram de 1,8 a
2,32.

Tabela 2 — Quantidade de linhagens por género e espécie de BAL identificadas por
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight (MALDI-TOF) por sistema

de producéao



Género/Espécie Sistema Sistema Total
Organico Convencional
Lactobacillus 0 3 3
Lactobacillus plantarum 0 2 2
Lacticaseibacillus paracasei 0 1 1
Lactococcus 6 13 19
Lactococcus lactis 5 7 12
Lactococcus garvieae 1 6 7
Leuconostoc 5 1 6
Leuconostoc 2 0 2
pseudomesenteroides
Leuconostoc lactis 3 0 3
Leuconostoc citreum 0 1 1
Enterococcus 12 7 19
Enterococcus italicus 7 2 9
Enterococcus faecalis 3 4 7
Enterococcus gallinarum 2 0 2
Enterococcus faecium 0 1 1
N&o identificado 1 0 1
Total 24 24 48

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

28
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2.3.3 Analise fenotipica de resisténcia a antibidticos e analise estatistica dos

dados

Todas as 48 linhagens de BAL foram testadas quanto a resisténcia aos
antibiéticos e os resultados foram baseados na mensuragao do diametro dos halos
formados em volta do disco de antibiético. Os critérios descritos por Charteris et al.
(1998) e Nalepa; Markiewicz (2023) foram utilizados para considerar uma bactéria
como resistente ou n&o aos antibidticos.

A maior taxa de linhagens resistentes foi observada para o cotrimoxazol, com
45,8% (11/24) das linhagens do sistema orgénico e 50,0% (12/24) das do sistema
convencional, seguida pela estreptomicina, com 33,3% (8/24) em ambos os
sistemas. Nenhuma linhagem apresentou resisténcia ao cloranfenicol. A resisténcia
a ampicilina foi mais frequente nas linhagens do sistema orgénico (20,8%, 5/24) em
comparagao as do convencional (4,2%, 1/24), enquanto a resisténcia a tetraciclina
foi exclusiva do sistema orgénico (12,5%, 3/24).

Considerando a definicado de multirresisténcia como resisténcia a trés ou mais
classes de antibidticos (MAGIORAKOS, et al.,, 2012), foram identificadas trés
linhagens multirresistentes: uma do sistema organico (Enterococcus gallinarum 48),
e duas do sistema convencional (Lactobacillus plantarum 113 e Lacticaseibacillus
paracasei 124). Todas apresentaram resisténcia a quatro diferentes classes
antimicrobianas, indicando a presenga pontual, porém relevante, de perfis
fenotipicos de ampla resisténcia em ambos os sistemas. Também foram observadas
linhagens com perfis completamente suscetiveis aos nove antibiéticos testados. No
sistema de produgdo organica, sete linhagens apresentaram suscetibilidade total,
sendo elas: 5 Lactococcus lactis, 14 Enterococcus italicus, 46 Enterococcus faecalis,
50, 53, 56 e 58 (todas Enterococcus italicus). No sistema de produg¢ao convencional,
quatro linhagens também se mostraram suscetiveis a todos os antimicrobianos
testados: 62, 65 e 68 (Lactococcus lactis) e 66 (Enterococcus faecalis).

O teste exato de Fisher ndo revelou diferengas estatisticamente significativas
nas proporgdes de resisténcia entre os sistemas para nenhum dos antibiéticos
avaliados (p > 0,05). O teste de Shapiro-Wilk indicou que os dados ndo seguem
distribuicdo normal (p < 0,01 para ambos os sistemas), justificando a aplicagao do
teste de Mann-Whitney. Esse teste nao apontou diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos quanto ao numero de resisténcias por linhagem (U =
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346, p = 0,087). A homogeneidade de variancias entre os sistemas foi confirmada
pelo teste de Levene (p = 0,083). A Tabela 3 apresenta as propor¢des de linhagens
resistentes a cada antibidtico em ambos os sistemas, bem como os resultados dos

testes estatisticos comparativos.

Tabela 3 — Proporgao de resisténcia a antibiéticos em BAL isoladas de leite organico

e convencional e analise estatistica

Antibiético Organico (n=24) Convencional p-valor (Teste
(n=24) Exato de Fisher)
Gentamicina 4 (16,7%) 4 (16,7%) 1,000
Estreptomicina 8 (33,3%) 8 (33,3%) 1,000
Penicilina 1(4,2%) 2 (8,3%) 1,000
Ampicilina 5 (20,8%) 1(4,2%) 0,194
Tetraciclina 3(12,5%) 0 (0%) 0,234
Eritromicina 2 (8,3%) 1(4,2%) 1,000
Cotrimoxazol 11 (45,8%) 12 (50,0%) 1,000
Cloranfenicol 0 (0%) 0 (0%) -
Vancomicina 5 (20,8%) 3(12,5%) 0,702

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A tabela apresenta a proporgdo de linhagens resistentes a cada antibiético em sistemas
organico e convencional, com valores de p do teste exato de Fisher. Um p-valor < 0,05
indica diferencga significativa. Nenhuma diferencga significativa foi observada.

A relagdo de resisténcias apresentadas por cada género, em ambos 0s

sistemas de produgdo, esta apresentada na Figura 3.

Figura 3 - Porcentagem de linhagens resistentes aos antibiéticos testados por

género de BAL em cada sistema de produgao



31

M Lactobacillus - Convencional W Lactococcus ganico [ Lactococcus - Convencional Wl Leuconostoc - Orgénico
M Leuconostoc - Convencional M Enterococcus - Convencional
— I
2
o
& RO N O

R & xS
& > & &

& &
ozo.@ O € v@Q

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
O género Lactobacillus nao esta representado no grafico do sistema organico por nao ter
sido identificado em nenhuma das linhagens provenientes desse sistema.
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2.3.4 Deteccao de genes de resisténcia a antibiéticos em linhagens de BAL por
PCR

Nenhum dos genes de resisténcia pesquisados (ermB, tetO/M/K, blaZ, mecA,

aacA-aphD, vanA/B) foi detectado nas linhagens.

2.3.5 Concentragao Minima Inibitéria (CIM)

Observou-se que todas as linhagens testadas apresentaram crescimento
significativamente superior no meio MRS em comparacdo ao MH (Figura 4), em
ambos os tempos analisados. As linhagens 48, 113 e 124, atingiram densidades
Opticas acima de 1,0 no MRS, enquanto apresentaram valores abaixo de 0,4 no MH.
A amostra 52 também apresentou crescimento mais expressivo em MRS. Os
controles negativos (meios sem inoculagéo) apresentaram densidade optica minima,

indicando auséncia de contaminacgao.

Figura 4 — Comparacgao do crescimento de BAL em meios Mueller-Hinton (MH) e

MRS apos 24 e 48 horas de incubagdo, com base na densidade optica (600 nm)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
C+: Controle positivo (Enterococcus faecalis ATCC 29212), Br: Branco (Caldo sem
inoculacao).
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No teste de CIM foi observado que E. gallinarum 48 apresentou inibigdo na
concentracdo de 8 ug/mL para ampicilina, enquanto E. faecalis 52 foi inibida em
todas as concentragdes testadas, de 0,5 a 16 yg/mL. Para a gentamicina, a CIM
observada foi de 16 yg/mL para L. plantarum 113 e de 32 uyg/mL para L. paracasei
124. O controle positivo, Enterococcus faecalis ATCC 29212, apresentou CIM de
2 ug/mL para ampicilina e 8 ug/mL para gentamicina, valores compativeis com os
pontos de controle estabelecidos pelo CLSI para esse padrao de referéncia. Nos
controles negativos, que continham apenas o meio de cultura sem inoculagao
bacteriana, ndo foi observada turbidez nem alteracéo na densidade 6ptica ao longo
do tempo, indicando auséncia de contaminagdao e confirmando a validade dos

ensaios.

2.4 DISCUSSAO

Somente linhagens confirmadas como geneticamente n&o redundantes, foram
usadas para calculo de frequéncia de resisténcia aos antibidticos, o que reduz o
risco de superestimativa devido a repeticdo de linhagens geneticamente idénticas.
Dentre as 48 linhagens de BAL isoladas de leite cru de dois tipos de sistemas de
producao, 39,5% (n=19) pertenciam ao género Enterococcus e Lactococcus, sendo
os mais frequentes no estudo. Entretanto, a espécie mais isolada foi Lactococcus

lactis, com frequéncia de 25% (n=12). Estudos anteriores apontam que a distribuicao
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de BAL em leite e produtos lacteos pode variar conforme a regido geografica
(HERMANNS et al., 2013), por exemplo, na Etiopia, o0 género mais frequentemente
isolado foi Lactobacillus spp. (TAYE et al., 2021). A escassez de pesquisas
envolvendo BAL em leite organico limita comparagbes mais amplas sobre sua
ocorréncia nesses sistemas. Além disso, a diversidade microbiana no leite cru é
influenciada por uma série de fatores, como as condi¢des higiénico-sanitarias da
ordenha, dieta e manejo dos animais, uso de antimicrobianos, ambiente da fazenda,
temperatura e refrigeracdo, entre outros. Essas variaveis contribuem para a
heterogeneidade microbiana observada entre diferentes regides e sistemas
produtivos (VERDIER-METZ et al., 2009; QUIGLEY et al., 2013; OIKONOMOU et al.,
2014; PORCELLATO et al., 2024).

A analise de resisténcia antimicrobiana revelou um panorama heterogéneo. A
taxa de linhagens resistentes ao cotrimoxazol foi a maior entre os antibioticos
testados, representando 50% das resisténcias totais observadas. Este farmaco,
composto por sulfametoxazol e trimetoprima, atua inibindo a sintese de acido fdlico,
e sua resisténcia é frequentemente mediada pelos genes sul e dfr, associados a
elementos genéticos moéveis (EGMs), como plasmideos e transposons (DIBNER,;
RICHARDS, 2005). Notadamente, Lactococcus lactis demonstrou elevada taxa de
resisténcia ao cotrimoxazol, fato também relatado por Silva et al. (2012) em queijos
Sao Jorge Denominagao de Origem Protegida (DOP).

As resisténcias a estreptomicina (cerca de 40% das linhagens) e gentamicina
(aproximadamente 17%) também se destacaram. Essas taxas podem refletir tanto
mecanismos adquiridos quanto resisténcia intrinseca, como no caso de
Lactobacillus, género conhecido por apresentar esse tipo de resisténcia (HUMMEL
et al., 2006; GUEIMONDE et al., 2013). A auséncia do gene aacA-aphD reforga a
hipotese de envolvimento de outros mecanismos.

Quanto a resisténcia a tetraciclina e eritromicina (12,5%), embora os genes
tet(O/M/K) e ermB nao tenham sido detectados, € possivel que outros genes ou
mecanismos alternativos estejam envolvidos (FLORIS et al.,, 2025). Em
contrapartida, a baixa resisténcia observada a beta-lactdmicos (penicilina e
ampicilina) e a vancomicina, corroborada pela auséncia dos genes blaZ, mecA e
vanA/B, representa um indicativo positivo quanto a seguranca das linhagens.

Todos os isolados de Leuconostoc spp. (n=6) apresentaram resisténcia a

vancomicina, o que é consistente com a literatura, que descreve a presenca de
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resisténcia intrinseca nesse género, mediada pela modificagdo do alvo na parede
celular (BAPTISTA, 2013). Dois dos trés isolados de Lactobacillus spp. também
foram resistentes a vancomicina, como descrito por Zhou et al. (2005). Ja entre os
Enterococcus spp., cinco das linhagens resistentes a gentamicina (62,5%)
expressaram resisténcia compativel com o mecanismo natural de bloqueio da
entrada do antibiotico na célula (BAPTISTA, 2013).

Por outro lado, todas as linhagens demonstraram suscetibilidade ao
cloranfenicol, independentemente do sistema de produgéo. Isso indica a auséncia de
mecanismos comuns de resisténcia, como a produgao de acetiltransferases (FLUIT
et al., 2001). Além disso, a resisténcia ao cloranfenicol ocorre predominantemente
por inativagdo enzimatica, sendo rara por mutagdes no rRNA 23S (TENOVER,
2006).

A maior resisténcia ao cotrimoxazol e a estreptomicina nas linhagens do
sistema convencional pode estar associada a maior exposi¢cao a esses farmacos,
frequentemente utilizados no manejo profilatico e terapéutico de animais (GILLINGS,
2013). Por outro lado, a resisténcia mais elevada a tetraciclina em linhagens do
sistema orgénico levanta a hipotese de mecanismos intrinsecos, particularmente em
géneros como Lactobacillus e Leuconostoc, ou ainda de presséo seletiva ambiental
decorrente de fatores como uso de fertilizantes orgéanicos, qualidade da agua e
persisténcia de genes de resisténcia no ambiente (BELEN FLOREZ et al., 2005;
FERNANDEZ et al., 2012; YANG et al., 2025).

Essas evidéncias reforcam a necessidade de adogao de politicas especificas
para cada sistema de producdo. Nos sistemas convencionais, deve-se priorizar a
redugcdo do uso de antimicrobianos, assim como a implementagdo de boas praticas
de manejo, vigilancia dos residuos e educacgao sanitaria (FAO; WOAH, 2023). Ja no
sistema organico, recomenda-se o monitoramento de fontes ambientais (como solo,
agua e residuos), e a aplicagado de estratégias para mitigar a entrada de genes de
resisténcia por vias ambientais (AGER et al., 2023).

A auséncia de genes de resisténcia pesquisados nas linhagens analisadas
nos dois sistemas de producdo, € um achado relevante, sobretudo frente ao risco de
transferéncia horizontal para patégenos. Essa caracteristica, somada a
suscetibilidade generalizada ao cloranfenicol e a baixa resisténcia a beta-lactamicos
e glicopeptideos, reforca o potencial de aplicagcado tecnoldégica dessas BAL no setor

de lacteos. No entanto, a alta resisténcia ao cotrimoxazol e a presenca de
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resisténcias nédo explicadas geneticamente demonstram a importancia de
investigagbes complementares, com a ampliagdo do numero de genes pesquisados
e avaliacdo da mobilidade genética de genes que porventura venham ser
encontrados. Estratégias preventivas devem ser priorizadas para garantir a
seguranga microbioldgica da cadeia produtiva, tanto em sistemas organicos quanto
convencionais.

A avaliacao da resisténcia por difusdo em disco é pratica e padronizada, mas
pode subestimar a resisténcia em bactérias fastidiosas como as BAL, especialmente
quando comparada a abordagem quantitativa da CIM (CHARTERIS et al., 1998).
Nesse contexto, a determinagcdo da CIM surge como uma abordagem quantitativa
complementar, capaz de refinar a interpretagcao fenotipica da resisténcia. Os testes
de CIM realizados com quatro linhagens de BAL selecionadas estrategicamente
demonstraram concordéncia com os resultados obtidos por antibiograma. Essa
convergéncia entre os métodos reforga a confiabilidade dos dados fenotipicos
apresentados. Para a ampicilina, as duas linhagens provenientes de leite orgéanico
apresentaram perfis coincidentes entre os métodos. E. gallinarum 48 foi resistente
em ambos os testes (antibiograma e CIM) e E. faecalis 52 foi suscetivel. Ja para a
gentamicina, as linhagens obtidas de leite convencional mostraram CIMs de 16
pg/mL (L. plantarum 113) e 32 upg/mL (L. paracasei 124), sendo a primeira
classificada como sensivel no antibiograma. Isso indica que, de acordo com o ponto
de corte utilizado (<16 ug/mL para sensibilidade, segundo os critérios dos
parametros estabelecidos), L. plantarum 113 encontra-se dentro da faixa de
suscetibilidade, enquanto L. paracasei 124 excede esse valor, indicando possivel
resisténcia. Embora o numero de amostras avaliadas por CIM tenha sido limitado, os
dados obtidos sugerem que o antibiograma pode ser uma ferramenta util na triagem
fenotipica de resisténcia em BAL, especialmente quando associado a métodos
quantitativos como a CIM (CLSI, 2023).

Embora o tamanho da amostra possa limitar a identificacdo de diferencas
mais sutis, os resultados obtidos oferecem informagdes valiosas dentro do contexto
regional avaliado. O presente estudo avaliou um conjunto representativo de 48
linhagens geneticamente distintas, obtidas a partir de um numero consideravel de
amostras de leite cru de propriedades organicas e convencionais. As linhagens
abrangeram diferentes espécies dentro dos principais géneros de BAL de interesse

tecnolégico, o que reforca a diversidade analisada. Ainda assim, a distribuigao
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desigual de espécies entre os sistemas pode limitar comparagbes mais refinadas,
especialmente dentro de um mesmo género ou espécie.

Estudos futuros, com um numero ampliado de linhagens, propriedades e
regides geograficas distintas, poderdao complementar e ampliar os achados aqui
apresentados, contribuindo para uma compreensdo mais abrangente da resisténcia

antimicrobiana em BAL de diferentes sistemas de producgao.

2.5 CONSIDERAGOES FINAIS

No presente estudo foram isoladas 48 linhagens de BAL dos géneros
Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus e Lactobacillus e caracterizadas quanto ao
perfil de resisténcia a antibidticos de uso comum na cadeia produtiva do leite
(tetraciclina, ampicilina, estreptomicina, eritromicina, cotrimoxazol, penicilina,
cloranfenicol, gentamicina e vancomicina). De forma geral, observou-se alta
suscetibilidade a maioria dos antimicrobianos testados em ambos os sistemas de
producdo, com destaque para as linhagens do leite organico, que apresentaram
maior propor¢cdo de suscetibilidade a eritromicina (91,7%), penicilina (95,8%) e
cloranfenicol (100%), especialmente entre os géneros Lactococcus e Enterococcus,
que sao tipicamente sensiveis a esses antibidticos.

Os testes de CIM apresentaram concordancia com os dados obtidos por
difusdo em disco, fortalecendo a confiabilidade dos resultados fenotipicos. Embora
ndao tenham sido observadas diferengcas estatisticamente significativas entre os
sistemas de producéo (p > 0,05, teste exato de Fisher), a menor suscetibilidade a
ampicilina (79,2%) e a tetraciclina (87,5%) nas linhagens do sistema orgénico
levanta a hipétese de influéncia de fatores ambientais, mesmo em um contexto de
restricdo ao uso de antimicrobianos.

A auséncia dos genes de resisténcia pesquisados (ermB, tetO/M/K, blaZ,
mecA, aacA-aphD e vanA/B) em todas as linhagens analisadas em ambos os
sistemas de produgdo, representa um achado positivo quanto a seguranga
microbiolégica dessas BAL. No entanto, a variabilidade entre os perfis observados
sugere a necessidade de estudos mais amplos, incluindo maior numero de
propriedades, genes adicionais e analises gendmicas complementares, a fim de

aprofundar a compreensao sobre o impacto dos sistemas de produg¢ao nos perfis de
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resisténcia de BAL e avaliar com maior precisdo se 0 manejo organico representa

uma vantagem consistente quanto a seguranga microbiolégica das BAL.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antagonista de bactérias
acido-laticas (BAL) isoladas de leite cru organico proveniente do estado do Rio de
Janeiro, Brasil, contra oito patdogenos relevantes para a cadeia produtiva do leite. A
partir de 58 isolados de BAL, obtidos por cultivo em meio MRS e triagem fenotipica,
24 linhagens geneticamente distintas foram selecionadas por REP-PCR. A
identificacdo por MALDI-TOF revelou a presenca de diversas espécies, com
destaque para Enterococcus italicus. A atividade antagonista foi avaliada por ensaio
spot-on-the-lawn contra oito patdgenos alimentares. A linhagem BAL 6, identificada
como E. italicus 6, apresentou atividade antagonista elevada (halo/colénia 22 mm)
contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e
Escherichia coli, com espectro amplo de inibicdo. Sua atividade foi sensivel a
enzimas proteoliticas quando testado contra Enterococcus faecalis, indicando a
natureza proteica do composto antimicrobiano. Além de E. italicus 6, as linhagens de

Lactococcus lactis 18, Leuconostoc pseudomesenteroides 13 e Enterococcus
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faecalis 9 também apresentaram halos =22 mm, embora com espectro antimicrobiano
mais restrito. Ensaios com sobrenadante da cultura livre de células (SCLC)
confirmaram estabilidade da substancia proteica frente ao aumento de pH (para 6,0)
e aquecimento moderado. A auséncia de fagolise descartou a interferéncia de
bacteriéfagos. Os resultados indicam que E. italicus oriundo de leite orgénico possui
potencial biotecnoldgico como cultura bioprotetora para aplicagao na preservagéao de

alimentos.

Palavras-chave: Enterococcus italicus. BAL. Antagonismo. SCLC. Bioprotecgéao.

Bacteriocina.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the antagonistic activity of lactic acid bacteria
(LAB) isolated from raw organic milk produced in the state of Rio de Janeiro, Brazil,
against eight pathogens relevant to the dairy production chain. From 58 LAB isolates
obtained through cultivation in MRS medium and phenotypic screening, 24
genetically distinct strains were selected using REP-PCR. Identification by
MALDI-TOF revealed the presence of several species, notably Enterococcus italicus.
Antagonistic activity was assessed through a spot-on-the-lawn assay against eight
foodborne pathogens. LAB strain 6, identified as E. italicus 6, showed strong
antagonistic activity (halo/colony =2 mm) against Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, and Escherichia coli,
demonstrating a broad inhibitory spectrum. Its activity was sensitive to proteolytic
enzymes when tested against Enterococcus faecalis, indicating the proteinaceous
nature of the antimicrobial compound. In addition to E. italicus 6, the strains
Lactococcus lactis 18, Leuconostoc pseudomesenteroides 13, and Enterococcus
faecalis 9 also produced halos 22 mm, although with a narrower antimicrobial
spectrum. Assays using cell-free culture supernatant (CFCS) confirmed the stability
of the protein compound under increased pH (up to 6.0) and moderate heating. The
absence of phage lysis ruled out bacteriophage interference. These results suggest
that E. italicus isolated from organic milk has biotechnological potential as a

protective culture for food preservation.

Keywords: Enterococcus italicus. LAB. Antagonism. CFCS. Bioprotection.

Bacteriocin.
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3.1 INTRODUGAO

As bactérias acido-laticas (BAL) desempenham um papel central na produgéo
de alimentos fermentados, sendo amplamente utilizadas na industria de laticinios
para a fabricacdo de queijos, leites fermentados e iogurtes. Essas bactérias
Gram-positivas, catalase-negativas, geralmente na forma de cocos ou bacilos,
produzem acido latico como principal metabdlito da fermentagcdo de carboidratos,
contribuindo para as caracteristicas sensoriais e para a preservagao dos alimentos
(KHALID, 2011; WANG et al.,, 2021). Entre os géneros mais estudados estédo
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc e Enterococcus, que tém se destacado nao
apenas pelo seu potencial probidtico, mas também pelo efeito bioprotetor frente a
microrganismos patogénicos e deteriorantes (MOKOENA, 2017; PARADA et al.,
2007).

A funcdo bioprotetora das BAL, especialmente na cadeia produtiva de
laticinios, esta relacionada a produgdao de moléculas bioativas, como bacteriocinas,
acidos organicos e peroxido de hidrogénio. Bacteriocinas sao compostos
antimicrobianos de natureza proteica que podem inibir o desenvolvimento de
microrganismos indesejados de maneira especifica, sem efeitos adversos ao
alimento ou ao consumidor (PARADA et al., 2007; SUREKHA; REDDY, 2014). A
nisina, produzida por Lactococcus lactis, € um exemplo amplamente aplicado na
industria devido a sua estabilidade térmica e seguranca, reforgando o potencial de
exploracéo de novas bacteriocinas como conservantes naturais em substituicdo aos
aditivos quimicos (HAMMAMI et al., 2019).

A producgao de bacteriocinas por BAL pode ser modulada por diversos fatores,
incluindo perfil genético da linhagem, condigcbes ambientais, disponibilidade de
nutrientes e presencga de estressores, como antimicrobianos, que podem atuar como
estimulo, favorecendo a sintese dessas substéncias como resposta competitiva
(CLEVELAND et al., 2001). Dessa forma, o uso de antibiéticos em sistemas
convencionais de produgdo de leite pode reduzir a diversidade microbiana e
favorecer linhagens resistentes. Em contraste, a produgdo organica, que exclui ou
diminui o uso de antibidticos e aditivos, tende a favorecer a diversidade e a
estabilidade de populagdes microbianas, aumentando a probabilidade de encontrar
linhagens com potencial para produg¢édo de novas substancias antimicrobianas,
incluindo bacteriocinas (AONO, 2014).
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Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar a presenca e
caracterizar os compostos antimicrobianos, com é&nfase em bacteriocinas,
produzidos por BAL isoladas de leite organico, visando identificar linhagens com
potencial biotecnolégico para aplicagdo na bioprotecdo de alimentos. Durante a
triagem, uma linhagem de E. jtalicus destacou-se pela produ¢do de uma substancia
de natureza proteica com atividade antimicrobiana, cuja caracterizacdo &
apresentada neste trabalho. A pesquisa contribui para a compreensdo da
diversidade funcional das BAL em sistemas de produgédo organica e reforga a

relevancia de alternativas naturais e eficazes no controle de patdogenos alimentares.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Isolamento, caracterizagdo genética e identificacdo de bactérias
acido-laticas (BAL)

O procedimento de coleta, transporte, processamento das amostras e
isolamento inicial das BAL foi o mesmo descrito no Capitulo 1, onde se encontram
os detalhes metodologicos completos (ver seg¢do 2.2.1 do Capitulo 1).
Resumidamente, amostras oriundas de quatro propriedades organicas do estado do
Rio de Janeiro foram diluidas e inoculadas em meio MRS, com posterior sele¢ao de
colénias Gram-positivas e catalase-negativas, segundo metodologia adaptada de
Wassie e Wassie (2016).

Os isolados foram analisados pela REP-PCR para a obtencdo de perfis
genéticos e identificagao de linhagens distintas, conforme protocolo de Versalovic et
al. (1994), com adaptagdes. As reacgdes foram realizadas com o kit GoTaq® Flexi
DNA Polymerase (Promega®), utilizando o primer (GTG);. A PCR foi submetida a
eletroforese em gel de agarose 0,9% e o gel, corado com brometo de etidio e
documentado em sistema fotodocumentador L-PIX EX (Loccus®). Foram
considerados clones os isolados que apresentaram 290% de similaridade nos
padrbes eletroforéticos. A analise de similaridade entre os perfis foi conduzida no
software BioNumerics® v.6.6.11, utilizando o coeficiente de Jaccard (tolerancia de
1%) e agrupamento pelo método Unweighted Pair Group Method using Arithmetic

averages (UPGMA), conforme Gevers et al. (2001).
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As linhagens geneticamente distintas foram entdo identificadas por
espectrometria de massa MALDI-TOF, conforme protocolo de Nacef et al. (2017).
Colbnias frescas foram cultivadas em agar MRS a 35°C por 24 horas,
ressuspendidas em agua deionizada e etanol absoluto, e submetidas a extragao
proteica. Os espectros foram adquiridos com o equipamento Autoflex Il SmartBeam
(Bruker Daltonics Inc.) para comparagdo com banco de dados espectral e

determinacao da identidade taxondémica.

3.2.2 Teste de antagonismo pelo método spot-on-the-lawn

A atividade antagonista das BAL foi avaliada frente a oito microrganismos
patogénicos relevantes na cadeia produtiva do leite: Escherichia coli O157:H7 (E.
coli IAL 1848), Staphylococcus aureus (S. aureus ATCC 25923), Streptococcus
agalactiae (S. agalactiae ATCC 12386), Listeria monocytogenes (ATCC 5779),
Enterococcus faecalis (E. faecalis ATCC 29212), Staphylococcus epidermidis (S.
epidermidis ATCC 12228), Streptococcus dysgalactiae (S. dysgalactiae ATCC
12388) e Streptococcus uberis (S. uberis ATCC 700407), seguindo a metodologia
proposta por Tagg et al. (1976), com adaptacdes descritas por Todorov et al. (2011).

As BAL foram inicialmente cultivadas em agar MRS a 35 °C por 24 horas. Em
seguida, 5 pL de suspensbdes bacterianas previamente preparadas foram inoculados
em cinco pontos equidistantes em placas de 9 cm de didametro contendo 20 mL de
agar MRS e incubados a 35 °C por mais 24 horas, para o desenvolvimento das
colénias. Os patdégenos foram reativados em agar Brain-Heart Infusion (BHI) e
repassados para caldo BHI e incubados a 35 °C por 4 horas, e 100 yL das
suspensdes foram adicionados a 7 mL de meio BHI semissélido, previamente
mantido a 55 °C. Essa mistura foi vertida sobre as placas contendo os spots de BAL,
seguidas de nova incubagédo a 35 °C por 18 horas.

Os didametros das colénias de BAL e dos halos de inibigcdo formados ao redor
das mesmas foram medidos utilizando régua milimetrada, e a atividade antagonista
expressa pela relagao entre o didmetro do halo e o tamanho da colénia (H/C).
Relagbes superiores a 2 mm foram consideradas indicativas de forte atividade
antimicrobiana (TAGG et al., 1976; TODOROV et al., 2011).
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3.2.3 Pesquisa por moléculas antimicrobianas de natureza proteica

A presenca de moléculas antimicrobianas de natureza proteica produzidas
pelas BAL foi avaliada seguindo a metodologia adaptada de Lewus e Montville
(1991) e De Martinis e Franco (1998), contra todos os patégenos testados, durante o
teste de antagonismo spot-on-the-lawn. Apds o desenvolvimento das BAL em agar
MRS a 35 °C por 24 horas, conforme descrito no item 3.2.2, foram aplicados 5 pL de
solugdes enzimaticas (proteinase K, pepsina e amilase, todas na concentragcéo de 5
mg/mL) ao lado das colbénias previamente formadas. Apds a adigéo das enzimas, as
placas foram incubadas a 35 °C por mais 24 horas. A auséncia de halos de inibicao
nas areas tratadas com enzimas proteoliticas foi considerada como indicativo de
atividade antimicrobiana de natureza proteica (LEWUS; MONTVILLE, 1991; DE
MARTINIS; FRANCO, 1998). O controle negativo foi constituido por uma réplica de

cada placa sem aplicacdo de enzimas.

3.2.4 Caracterizacao parcial da substancia no sobrenadante da cultura livre de
células (SCLC)

O SCLC foi obtido a partir do cultivo da BAL em caldo MRS a 35 °C por 24
horas. Apds o crescimento, a suspensdo foi centrifugada a 10.000 rpm por 10
minutos, e o sobrenadante coletado, e filtrado utilizando membrana de acetato de
celulose de 0,22 uym. Foi realizada a medigao do pH do sobrenadante filtrado.

O SCLC foi submetido a diferentes tratamentos, incluindo liofilizagc&o, ajuste
de pH para 6,0 com NaOH 1M e tratamentos térmicos (80 °C por 10 minutos e 121
°C por 15 minutos). Como controle positivo foi usado o SCLC filtrado sem tratamento
e como controle negativo, o caldo MRS puro.

A estabilidade da substancia inibitoria presente no SCLC foi avaliada por
incubacdo com enzimas proteoliticas (tripsina, protease, proteinase K, pepsina) e
uma amilolitica (amilase). Para isso, foram misturados cinquenta microlitros (50 yL)
do sobrenadante da cultura livre de células (SCLC) com cinquenta microlitros (50 L)
da solucdo de cada enzima, na propor¢cao de 1:1. As misturas foram incubadas a
35 °C por 30 minutos, e posteriormente avaliadas quanto a manutencao da atividade

antimicrobiana.
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O teste de antagonismo foi realizado pelo método de difusdo em pocgos,
adaptado de Wishna-Kadawarage et al. (2024). Placas de 9 cm contendo 50 mL de
MRS semissolido (0,7%) inoculado com 250 uL da bactéria indicadora E. faecalis
(aproximadamente 10® UFC/mL), foram preparadas. Pogos com 10 mm de diametro
foram preenchidos com 50 pyL de cada tratamento do SCLC, incluindo controles e
misturas com enzimas. Apos incubacdo a 35 °C por 24 horas, os halos de inibicao
foram medidos para avaliacédo da atividade antimicrobiana.

A metodologia utilizada nesta etapa do presente estudo foi adaptada dos
protocolos estabelecidos na literatura para estudos de atividade antimicrobiana e
analise de moléculas bioativas de natureza proteica, conforme descritos em Lewus e
Montville (1991) e De Martinis e Franco (1998).

3.2.5 Teste de lise para exclusdo da agao de bacteriéfagos

A presenca de bacteriéfagos no SCLC foi investigada utilizando as técnicas
pour plate e microgota, adaptadas de metodologias descritas na literatura para
deteccao de fagos em matrizes biolégicas (HUDSON et al., 2005; BUTTIMER et al.,
2017).

Na técnica de pour plate, 100 yL do SCLC previamente filtrado em membrana
de 0,22 ym foram misturados com 100 uL de suspensio da bactéria indicadora E.
faecalis adicionados a 7 mL de meio BHI semissélido (0,7%). A mistura foi vertida
sobre uma fina camada de agar BHI em placas de Petri, formando uma
sobrecamada. Foram testados os seguintes tratamentos: SCLC com pH ajustado
para 6,0, SCLC tratado termicamente a 80 °C por 10 minutos e SCLC autoclavado a
121 °C por 15 minutos, além de um controle negativo contendo apenas o indicador.

Na técnica de microgota, 100 uL da bactéria indicadora foram adicionados a 7
mL de BHI semissélido e vertidos sobre placas contendo uma fina camada de agar
BHI. Apds a solidificacéo, aliquotas de 10 yL de SCLC dos mesmos tratamentos
descritos anteriormente foram aplicadas diretamente sobre a superficie da camada
sélida. Placas controle negativas, contendo apenas a bactéria indicadora, foram
preparadas utilizando o mesmo procedimento.

Todas as placas, para ambas as técnicas, foram incubadas a 35 °C por 24
horas para observacao dos resultados, considerando os critérios para identificacédo

de atividade fagolitica, descritos por Hudson et al. (2005) e Rogovski et al. (2021).
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Essa abordagem foi conduzida para eliminar a possibilidade de que
bacteriéfagos fossem responsaveis pela atividade antimicrobiana observada no
SCLC, considerando a auséncia de halos de lise como indicativo de ndo atuacao de
fagos, em consonancia com métodos descritos na literatura (BUTTIMER et al.,
2017).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Isolamento, diversidade genética e identificacdo das bactérias

acido-laticas

A analise microscopica e bioquimica dos isolados obtidos a partir das
amostras de leite organico resultou na selecdo de 58 colbnias com caracteristicas
tipicas de BAL, todas Gram-positivas e catalase-negativas em forma de coco ou
bastonete. Com base na andlise de variabilidade genética, 24 linhagens
geneticamente distintas foram selecionadas.

A identificacdo taxondmica das 24 linhagens distintas por espectrometria de
massa MALDI-TOF revelou a presenca de E. italicus (n=7), Lactococcus lactis (n=5),
Leuconostoc lactis (n=3), Leuconostoc pseudomesenteroides (n=2), E. faecalis
(n=3), Enterococcus gallinarum (n=2) e Lactococcus garvieae (n=1). Uma linhagem

em forma de coco ndo pbdde ser identificada com precisao.

3.3.2 Teste de antagonismo pelo método spot-on-the-lawn

Dentre as 24 linhagens, 15 (62,5%) apresentaram halos de inibi¢do = 2 mm,
indicando atividade antagonista relevante contra os patdégenos testados, como pode

ser analisado na Tabela 1.

Tabela 1 - Atividade antagonista contra os patégenos testados expressa como
intervalo de halos de inibi¢ao (H/C), em milimetros, observados para cada espécie

de BAL isolada de leite produzido em sistema organico

Espécie de BAL Bactéria indicadora Intervalo de Relagdo Halo/Colénia

(mm)




Enterococcus italicus |Staphylococcus aureus 1.14-2.26
=7
(n=7) Streptococcus 1.40-2.31
agalactiae
Escherichia coli 1.67-2.72
Listeria monocytogenes 1.34-2.85
Streptococcus 1.35-2.00
dysgalactiae
Streptococcus uberis 1.41-2.29
Staphylococcus 1.41-2.17
epidermidis
Enterococcus faecalis 1.15-2.25
Enterococcus faecalis | Staphylococcus aureus 1.97-2.26
=3
(n=3) Streptococcus 1.93-2.45
agalactiae
Escherichia coli 2.88-3.10
Listeria monocytogenes 2.05-2.38
Streptococcus 1.75-2.03
dysgalactiae
Streptococcus uberis 2.05-2.44
Staphylococcus 1.75-2.10
epidermidis
Enterococcus faecalis 1.67-1.80
Enterococcus Staphylococcus aureus 1.45-1.50
i
galiharum Streptococcus 0-0.58
(n=2) :
agalactiae
Escherichia coli 1.53-1.84

95



Listeria monocytogenes 1.34-1.57
Streptococcus 1.21-0.72
dysgalactiae
Streptococcus uberis 0.34-1.03
Staphylococcus 1.42-1.44
epidermidis
Enterococcus faecalis 0
Lactococcus lactis |Staphylococcus aureus 1.94-2.34
=5
(n=5) Streptococcus 1.55-2.45
agalactiae
Escherichia coli 1.96-3.44
Listeria monocytogenes 1.83-2.62
Streptococcus 1.57-2.25
dysgalactiae
Streptococcus uberis 1.65-2.05
Staphylococcus 1.65-2.03
epidermidis
Enterococcus faecalis 1.30-1.70
Lactococcus garvieae | Staphylococcus aureus 211
=1
(n=1) Streptococcus 1.94
agalactiae
Escherichia coli 2.96
Listeria monocytogenes 1.90
Streptococcus 1.70
dysgalactiae
Streptococcus uberis 1.65
Staphylococcus 1.62

epidermidis

56



Enterococcus faecalis 0.60
Leuconostoc Staphylococcus aureus 2.00-2.02
d teroid
pseudomesenteroides Streptococcus 1.78-1.96
(n=2) ,
agalactiae
Escherichia coli 2.50-2.67
Listeria monocytogenes 2.37-2.59
Streptococcus 2.25-2.32
dysgalactiae
Streptococcus uberis 1.65-1.68
Staphylococcus 1.70-1.93
epidermidis
Enterococcus faecalis 1.27-1.60
Leuconostoc lactis |Staphylococcus aureus 1.70-2.18
(n=3) Streptococcus 1.57-2.17
agalactiae
Escherichia coli 1.75-2.88
Listeria monocytogenes 1.74-2.36
Streptococcus 1.565-2.25
dysgalactiae
Streptococcus uberis 1.80-2.10
Staphylococcus 1.75-2.10
epidermidis
Enterococcus faecalis 1.36-1.58

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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E. italicus, Lactococcus lactis e Leuconostoc lactis destacaram-se contra S.

aureus e L. monocytogenes, enquanto Lactococcus lactis e E. faecalis exibiram

maior eficacia frente a S.

agalactiae.

Contra E. coli,

L.

pseudomesenteroides e Lactococcus lactis apresentaram os melhores resultados. Ja
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S. dysgalactiae e S. uberis, E. italicus e Lactococcus lactis demonstraram os maiores
indices de inibicdo. Por fim, contra S. epidermidis e E. faecalis, Leuconostoc lactis,

Lactococcus lactis e E. italicus tiveram os melhores desempenhos.
3.3.3 Pesquisa por moléculas antimicrobianas de natureza proteica

A maioria das linhagens de BAL que demonstraram atividade antimicrobiana
mantiveram essa agao mesmo apds a aplicacdo de enzimas proteoliticas e
amiloliticas, sugerindo que, na maior parte dos casos, os compostos inibitorios nao
eram de natureza proteica. Contudo, a linhagem numero 6 (Enterococcus italicus)
destacou-se como a unica linhagem cuja atividade antimicrobiana foi eliminada no
local de aplicagdo das diferentes enzimas (proteinase K, pepsina e amilase)
sugerindo a presenga de uma possivel molécula de natureza proteica, com sua agao

sendo especificamente inibida pelas enzimas nas areas tratadas (Figura 1).

Figura 1 - Evidéncia de atividade antimicrobiana da linhagem numero 6 (E. italicus)

contra E. faecalis mediada por bacteriocina

-
=

N\

/TN
0"y

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
Observa-se um halo de inibicdo em forma de meia-lua ao redor da colénia produtora. A
aplicagdo localizada de proteinase K no interior do halo resultou no crescimento do

microrganismo indicador no ponto tratado (sinalizado pela seta vermelha), sugerindo que o
composto inibitério € de natureza proteica, compativel com a acdo de uma bacteriocina

3.3.4 Caracterizagao parcial da substéancia antimicrobiana no sobrenadante da

cultura Enterococcus italicus 6 livre de células (SCLC)
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Nos ensaios em que foi usado o SCLC controle positivo, sem tratamentos,
observou-se halo de inibicdo de 16 mm contra Enterococcus faecalis, enquanto o
controle negativo (caldo MRS) nao exibiu atividade (Figura 2).

Apos a liofilizagado, o SCLC apresentou o maior halo de inibigao (18 mm). O
ajuste de pH para 6,0 e o tratamento térmico a 80 °C por 10 minutos resultaram em
halos de 15 mm, indicando manutencdo da atividade antimicrobiana. Entretanto, o
tratamento térmico a 121 °C por 15 minutos reduziu a inibicdo para 13 mm.

Quando submetido a enzimas proteoliticas e amilolitica (tripsina, protease,
proteinase K, pepsina e amilase), o SCLC n&o exibiu halos de inibigao, indicando a
degradagdo da substancia antimicrobiana. Esses resultados confirmam que a
molécula inibitéria € de natureza proteica, possivelmente uma bacteriocina, com

estabilidade consideravel ao aumento de pH e tratamentos térmicos moderados.

Figura 2 - Ensaio de atividade antimicrobiana do sobrenadante da cultura livre de

células (SCLC) da linhagem Enterococcus italicus 6 contra Enterococcus faecalis.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os pocos contém os diferentes tratamentos aplicados ao SCLC: C+ (controle positivo -
SCLC da BAL sem nenhum tratamento), C- (controle negativo - caldo MRS estéril), SCLC
liofilizado, SCLC ajustado para pH 6,0, SCLC tratado a 80 °C, SCLC tratado a 121 °C e
SCLC tratado com enzimas proteoliticas (tripsina, protease, proteinase K, pepsina e
amilase). Os halos de inibicdo indicam a presencga de atividade antimicrobiana, enquanto a
auséncia de halos nos pogcos com enzimas confirma a degradacgao da substéncia inibitéria,
sugerindo tratar-se de uma molécula de natureza proteica.

3.3.5 Teste de lise para exclusao da agao de bacteriéfagos
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Em ambas as metodologias aplicadas, os tratamentos realizados no SCLC
(pH 6,0, autoclavado a 121 °C/15 minutos, tratado a 80 °C/10 minutos) e o controle
negativo ndo apresentaram evidéncias de formacao de placas de lise.

Na técnica de pour plate, foi observado crescimento confluente da bactéria
indicadora formando um tapete em todas as placas, de modo similar ao observado
para o controle negativo. De forma semelhante, na técnica de microgota, ndo houve
areas de lise no meio, indicando auséncia de atividade fagocitica no SCLC testado.
Esses resultados excluem a possibilidade da atividade antimicrobiana observada no

SCLC ser devida a presenca de bacteriéfagos.

3.4 DISCUSSAO

O isolamento e a identificacdo de BAL provenientes de leite organico
confirmaram a presenga de uma microbiota diversificada, incluindo espécies como
Enterococcus italicus, Lactococcus lactis, e Leuconostoc lactis. A diversidade
genética dentro de populagdes de BAL pode estar associada a caracteristicas
especificas de ambientes de produgdo, como o leite organico, que pode abrigar
microbiotas mais heterogéneas devido ao menor uso de antibidticos no sistema
(MOKOENA, 2017; PAIVA et al., 2024). BAL sao componentes-chave na microbiota
de produtos lacteos, contribuindo para caracteristicas sensoriais e de seguranca dos
alimentos (KHALID, 2011; WANG et al., 2021). Nesse sentido, Lactococcus lactis
destaca-se como espécie tecnologicamente relevante por sua habilidade de
acidificar rapidamente o meio e produzir compostos volateis que influenciam
positivamente sabor e aroma (LEROY; DE VUYST, 2004), enquanto E. italicus,
embora menos explorado, tem sido isolado de ambientes lacteos e demonstrado
potencial para producido de bacteriocinas com atividade antimicrobiana (NACEF et
al., 2017).

A identificacao das espécies por MALDI-TOF destacou E. italicus como uma
espécie predominante, esta espécie esta associada a ambientes ricos em nutrientes,
como leite cru, e possui caracteristicas adaptativas para sobreviver em condi¢cdes
variaveis de pH e temperatura (NACEF et al., 2017). Outras espécies identificadas,
como Lactococcus lactis e Leuconostoc lactis, sao conhecidas por sua aplicagao na
industria de alimentos devido a capacidade de produzir compostos bioativos com
propriedades antimicrobianas (DAS; GOYAL, 2011; SAID et al., 2019).
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A linhagem 6, identificado como E. italicus, destacou-se nos testes de
antagonismo in vitro por sua atividade antimicrobiana consistente contra patégenos
relevantes, incluindo L. monocytogenes e S. aureus. Essa linhagem apresentou
relacbes de halo/coldénia superiores a 2 mm, evidenciando sua capacidade de
produzir compostos bioativos. Embora n&o existam, até o momento, estudos
especificos sobre a atividade antimicrobiana de E. italicus, o género Enterococcus é
amplamente reconhecido por incluir espécies produtoras de bacteriocinas
conhecidas como enterocinas, as quais tém demonstrado eficacia contra patégenos
alimentares como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella
spp. (FRANZ et al.,, 2007; NES et al., 2007). As enterocinas sao peptideos
antimicrobianos produzidos por espécies de Enterococcus, que atuam
principalmente formando poros na membrana plasmatica das bactérias-alvo, levando
a perda de integridade celular, vazamento de conteudo citoplasmatico e morte
celular (KASIMIN et al., 2022). A diversidade e estabilidade destas enterocinas as
tornam candidatas promissoras para uso em bioprotegcdo de alimentos, sendo
compativeis com as caracteristicas observadas nesta linhagem.

Além de E. ijtalicus 6, outras linhagens de BAL apresentaram atividade
antimicrobiana relevante nos testes de antagonismo in vitro. Especificamente, cepas
de Lactococcus lactis € Leuconostoc lactis demonstraram capacidade de inibir o
crescimento de patégenos como S. aureus e L. monocytogenes, embora com halos
de inibicdo menores. A atividade antagonista dessas espécies pode estar
relacionada a produgdo de metabdlitos como acidos orgénicos e peroxido de
hidrogénio, como ja descrito na literatura para essas BAL (PARADA et al., 2007;
HWANG et al., 2018). Os resultados obtidos no presente estudo corroboram
achados anteriores que evidenciam o potencial antimicrobiano de BAL, em especial
do género Enterococcus. Estudos como o de Nacef et al. (2017) demonstraram que
determinadas espécies desse género sdo capazes de inibir patdégenos alimentares
por meio da producdo de bacteriocinas, reforcando os dados observados na
presente pesquisa.

A hipotese de que a atividade antimicrobiana observada no presente trabalho
esteja relacionada a produgdo de bacteriocinas foi sustentada de modo conclusivo
por um conjunto de evidéncias experimentais. Primeiramente, foi demonstrado que a
substancia responsavel pela inibicdo possui natureza proteica, uma vez que sua

atividade foi eliminada apdés tratamento com enzimas proteoliticas, como proteinase
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K e pepsina. Sendo este um critério classico na caracterizagdo de bacteriocinas,
pois esses peptideos antimicrobianos sdo sensiveis a agdo de proteases (LEWUS,;
MONTVILLE, 1991).

Além disso, a analise do SCLC revelou que a substancia inibitéria apresenta
estabilidade frente ao aumento de pH e diferentes binbmios de tempo e temperatura.
A manutencdo da atividade antimicrobiana apds exposicédo a temperaturas elevadas
(80 °C por 10 minutos e 121 °C por 15 minutos) e aumento de pH (pH 6,0) esta de
acordo com o perfil de estabilidade comumente descrito para diversas bacteriocinas,
0 que amplia seu potencial para aplicagao em sistemas alimentares, especialmente
em produtos processados (DE MARTINIS; FRANCO, 1998).

Outro aspecto relevante foi a exclusdo da possibilidade de envolvimento de
bacteriéfagos na atividade inibitéria observada. Ensaios especificos confirmaram a
auséncia de halos de lise tipicos de fagos, reforcando que a ag&o antimicrobiana é
de origem bacteriana e nao relacionada a lise viral.

De Martinis e Franco (1998) observaram que bacteriocinas contidas em
sobrenadante livre de células mantém atividade apds exposicdo a 100°C e
variagbes de pH, comportamento consistente com nossa linhagem teste. De forma
semelhante, Franz et al. (1996) relataram a termoestabilidade e estabilidade de
enterocinas em diferentes pH, o que esta diretamente alinhado com os achados do
presente estudo, em que o SCLC manteve sua atividade antimicrobiana sob
condicdes semelhantes.

Embora muitas enterocinas apresentem termoestabilidade, essa ndo é uma
caracteristica universal. A termoestabilidade varia entre as diferentes classes de
enterocinas, principalmente devido a estrutura e composicdo peptidica. As
enterocinas da classe | (bacteriocinas modificadas pés-traducionalmente), como as
lantibidticas, geralmente s&o mais termoestaveis, suportando temperaturas
superiores a 100°C. Ja as enterocinas da classe Il (peptideos pequenos nao
modificados) apresentam estabilidade variavel: algumas mantém atividade a 100 °C,
enquanto outras perdem a fungédo sob aquecimento intenso. A classe Ill, composta
por proteinas maiores (>10 kDa), € geralmente termo-labil (DRIDER et al., 2006;
OUOBA et al., 2008; KASIMIN et al., 2022).

A presenca de atividade antagonista em diferentes géneros reforca o
potencial bioprotetor das BAL isoladas de leite organico e destaca a importancia de

investigar os mecanismos especificos envolvidos, visto que diferentes compostos
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podem atuar de forma sinérgica na inibigdo de microrganismos indesejaveis. Embora
o foco deste trabalho tenha sido a caracterizagdo de uma linhagem especifica de E.
italicus, as demais linhagens representam candidatas promissoras para estudos

futuros de purificacao e identificacao de substancias bioativas.

3.5 CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho demonstrou que o leite organico € uma fonte valiosa para a
prospecgao de bactérias acido-laticas com potencial biotecnoldgico. Entre as
linhagens avaliadas, 62,5% apresentaram atividade antagonista frente a pelo menos
um dos microrganismos indicadores testados, sendo L. monocytogenes e S. aureus
os patdégenos mais frequentemente inibidos. Espécies como Lactococcus lactis e
Leuconostoc lactis também demonstraram potencial inibitério, ainda que com halos
menores em comparagdo a linhagem mais ativa. Esses dados reforcam a
diversidade funcional das BAL provenientes de sistemas orgéanicos e sua relevancia
como fontes de compostos antimicrobianos naturais. O estudo também culminou no
isolamento e caracterizacdo de uma linhagem de E. italicus, produtora de
bacteriocina com atividade inibitdria contra patdbgenos de grande relevancia para a
seguranca de alimentos, como L. monocytogenes e S. aureus. A estabilidade
térmica e em diferentes condicdes de pH desta substancia antimicrobiana evidencia
sua capacidade como bioconservante natural. Conclui-se, portanto, que E. italicus 6
se demonstrou promissor para o desenvolvimento de estratégias de bioconservacgao,
demandando ensaios adicionais relacionados a sua inocuidade, bem como, para a
elucidacdo de sua aplicabilidade e funcionamento em alimentos e sob condi¢des

reais de processos e produtos industriais.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam a relevancia de leite
cru, especialmente de sistemas de producdo organica, como fonte promissora de
linhagens de BAL com potencial aplicagdo tecnoldgica e seguranga microbiologica.
A analise comparativa entre os sistemas de produgdo orgéanico e convencional no
estado do Rio de Janeiro, revelou diversidade genética significativa entre as
linhagens, com predominancia dos géneros Enterococcus e Lactococcus. Embora
nao tenham sido observadas diferencas estatisticamente significativas nos perfis de
resisténcia antimicrobiana entre os sistemas avaliados, a auséncia de genes de
resisténcia pesquisados sugere baixo risco de transferéncia génica, reforgando a
seguranga dessas linhagens para uso em alimentos.

Além disso, a caracterizacdo de uma substancia antimicrobiana produzida por
Enterococcus italicus isolado do leite organico, com sensibilidade a enzimas
proteoliticas e estabilidade frente ao aumento de pH e variacbes de temperatura,
indica a produgdo de uma bacteriocina funcional, com aplicacdo potencial na
biopreservacao de produtos lacteos.

Assim, os dados reunidos contribuem para o avang¢o do conhecimento sobre
a microbiota do leite organico, demonstram a viabilidade da utilizagdo de BAL como
culturas bioprotetoras e reforcam a importadncia do monitoramento da resisténcia
antimicrobiana em linhagens com uso potencial em alimentos. Estudos futuros
devem considerar a ampliagdo da amostragem, o rastreamento de outros genes de
resisténcia e a caracterizacdo completa dos compostos antimicrobianos produzidos,

visando maior aplicabilidade industrial e seguranga no alimento.
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