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REsumo:

O objetivo da pesquisa foi isolar e detectar o efeito antimicrobiano in vitro de bactérias 4cido laticas (BAL) autdctones isoladas de
leite cru, proveniente de Bom Jesus do Itabapoana/R]J-Brasil, contra Staphylococcus aurens ATCC 12600 ¢ Escherichia coli ATTC
25922. As amostras de leite cru foram submetidas a contagem e isolamento, através da técnica de profundidade, em 4gar MRS e
M17. Os isolados de BAL foram confirmados apds a realizagio da prova da catalase ¢ coloragio de Gram. A etapa de atividade
antimicrobiana consistiu no teste de sobrecamada a partir do plaqueamento de superficie em 4gar MRS ¢ M17 ¢, por cima, o meio
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TSA com o patdgeno inoculado. Foram analisadas 10 amostras, nas quais 55% dos resultados da contagem prevaleceram no 4
log UFC/mL. Das 95 cepas isoladas, 74 apresentaram caracteristicas de BAL, e destes, 37 foram avaliados quanto 4 sua atividade
antagOnica sobre S. aureus e E. coli. Aproximadamente 76% dos isolados utilizados para teste de atividade antimicrobiana contra
S. aureus e E.coli apresentaram ago inibitéria contra pelo menos um dos patdgenos testados. Ao que se tem conhecimento, esse ¢
o primeiro estudo envolvendo cepas de BAL autdctones oriundas de leite da regiao Noroeste Fluminense.

.....

ABSTRACT:

The objective of this research was to isolate and detect the i vitro antimicrobial effect of autochthonous lactic acid bacteria (LAB)
isolated from raw milk from Bom Jesus do Itabapoana (Brazil) against Staphylococcus aurens ATCC 12600 and Escherichia coli
ATTC 25922. The raw milk samples were counted and isolated by pour plate technique on MRS and M17 agar. LAB isolates
were confirmed after catalase test and Gram staining. The antimicrobial activity step consisted of the overlayed test by spread plate
on MRS and M17 agar and, above, the TSA medium with the inoculated pathogen. Ten samples were analyzed, in which 55%
of the counting results prevailed at 4 log CFU/mL of the 95 isolated strains, 74 presented LAB characteristics, and of these, 37
were evaluated for their antagonistic activities on S. aureus and E. coli. Approximately 76% of the isolates used for antimicrobial
activity against S. aureus and E. coli showed inhibitory action against at least one of the pathogens tested. As far as it is known, this
is the first study involving autochthonous LAB strains from milk in northwestern Rio de Janeiro.

KEYWORDS: Antimicrobial activity, LAB, Inhibitory action, Pathogenic microorganisms.

RESUMEN:

El objetivo de este estudio fue aislar y detectar el efecto antimicrobiano #7 vitro de las bacterias 4cido licticas autéctonas (BAL)
aisladas de la leche cruda de Bom Jesus do Itabapoana (Brasil) contra Staphylococcus aureus ATCC 12600y Escherichia coli ATTC
25922. Las muestras de leche cruda se contaron y aislaron por técnica de profundidad en agar MRS y M17. Los aislados de BAL
se confirmaron después de la prueba de catalasa y la tincién de Gram. El paso de la actividad antimicrobiana consistié en la prueba
de superposicién de la superficie de placas en agar MRS y M17 y, arriba, el medio TSA con el patégeno inoculado. Se analizaron
diez muestras, en las que el 55% de los resultados del recuento prevalecieron a 4 log UFC / mL. De las 95 colonias aisladas, 74
tenfan caracteristicas BAL, siendo que 37 de ellas fueron testadas cuanto a actividad antimicrobiana contra S. aureus e E. coli.
Aproximadamente el 76% de los aislamientos utilizados para la actividad antimicrobiana contra S. aureusy E. coli mostraron accion
inhibitoria contra al menos uno de los patégenos probados. Segtin nuestro conocimiento, ese es el primer estudio acerca de aislados
que involucra cepas de BAL autdctonas de leche del noroeste de Rio de Janeiro.

PALABRAS CLAVE: Actividad antimicrobiana, BAL, Accién inhibitoria, Microorganismos patdgenos.

1 INTRODUGAO

Bactérias Acido Liticas (BAL) sio bactérias caracterizadas como cocos ou bastonetes Gram-positivas,
nao formadoras de esporos, tolerantes a acidos, capazes de fermentar os carboidratos, anaerdbicas, porém
acrotolerantes, catalase negativas e geralmente iméveis (POFFO; SILVA, 2011; DJADOUNI; KIHAL,
2012). Essas bactérias estao amplamente distribuidas em diversos alimentos, principalmente o leite, carne
e produtos fermentados, compondo a microbiota natural e contribuindo para as caracteristicas sensoriais
favorédveis nos produtos (MEZAINI ez 4/., 2009).

A caracterizagao de novos isolados de BAL presentes em diversos produtos fermentados tradicionais
tem sido objeto de pesquisa em vérias partes do mundo, buscando compreender, identificar e explorar as
atividades que desempenham no alimento (MEZAINI ez 4/, 2009; MACHADO ez al., 2011; YUSRA
et al., 2013; COTELO ez al., 2013; BISCOLA et al., 2014; QUERO et 4l., 2014; MANGIA et 4l.,
2014; NOURI ez 4l., 2015; FGUIRI et 4l., 2015; FRAU ez 4l., 2016; ISPIRLI; DERTLI, 2017; SARI;
SURYANTO; YURNALIZA, 2018; QIAN ez al., 2018; DIAS; SILVA; TIMM, 2018; ADEYEMO;
AGUN; OGUNLUSI, 2018). A microbiota autdctone desses produtos pode incluir cepas bacterianas com
propriedades diferentes, como producio de compostos antimicrobianos, que podem afetar o crescimento
de patdgenos, e, consequentemente, aumentar a seguranga alimentar (ISPIRLI; DERTLI, 2017; SARI;
SURYANTO; YURNALIZA, 2018).
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De acordo com Suskovic ez al. (2010), o foco primério das pesquisas relacionadas a seguranca e qualidade
dos alimentos continua a ser o controle das bactérias indesejaveis, incluindo a Escherichia coli (E. coli) e
Staphylococcus aureus (S. aureus) (COSTA et al., 2012). A presenca dessas bactérias aponta, na maioria
das vezes, que o alimento obteve condigoes sanitarias insatisfatérias no decorrer do caminho até a mesa do
consumidor (MANGIA ez al., 2014). A E. coli é uma bactéria Gram-negativa que indica uma contaminagio
de origem fecal (DUARTE ez 4l., 2013), enquanto a bactéria S. aureus ¢ Gram-positiva e sua presenca nos
alimentos ¢ um indicativo de manipulagio sem cuidados de higiene (MACHADO ez 4l., 2011).

As BAL sao conhecidas por inibir um grande numero de bactérias patogénicas Gram-positivas ¢ Gram-
negativas. Sob esta perspectiva, Nouri e al. (2015) investigaram o efeito antagonista de BAL isoladas de
diferentes queijos. Foi relatada a presenca de atividade antagonica contra E. coli, S. aureus, Bacillus cereus e
Citrobacter freundii. Multiplos fatores sao relacionados com essa atividade exercida pelas BAL, tais como a
competi¢ao por nutrientes e produ¢io de metaboélitos, como bacteriocinas, diacetil, peréxido de hidrogénio
¢, principalmente, os dcidos organicos (4cido léctico e 4cido acético) que diminuem o pH do meio e
impossibilitam a prolifera¢ao de microrganismos nao resistentes ao meio dcido (REIS ez 4/, 2012; DUARTE
etal., 2013).

Atualmente, hd um crescente interesse na industria de alimentos para o desenvolvimento de técnicas
que possibilitem a inibicio ou retardamento a multiplicacio bacteriana, na tentativa de satisfazer os
consumidores que estao mais exigentes € atentos aos conservantes artificiais contidos nos produtos
alimenticios (CHESCA ez al., 2009; NOURI ez 4l., 2015). Duarte et al. (2013) destacam a técnica de
biopreservagao ou bioconservagao utilizada pela industria, que consiste no uso de microrganismos inécuos
com capacidade de exercer atividade inibitdria frente a microrganismos indesejdveis. Na mesma linha, as
bactérias 4cido laticas despertaram muito interesse e tém sido objeto intensivo de investigacao devido ao
seu potencial de aplica¢do na bioconservagao em alimentos, pois s3o uteis para controlar o desenvolvimento
frequente de microrganismos deteriorantes e patogénicos (SUSKOVIC et 4/, 2010; ADEYEMO; AGUN;
OGUNLUSL 2018),

A presente pesquisa teve como objetivo isolar e detectar o efeito antimicrobiano iz vitro de bactérias
4cido laticas autdctones isoladas de leite cru, proveniente de Bom Jesus do Itabapoana/R]-Brasil, contra

Staphylococcus anreus ATCC 12600 e Escherichia coli ATTC 25922.

2 METODOLOGIA

Foram analisadas dez amostras de leite cru provenientes de tanques de expansio individuais e comunitdrios
do 1° e 4° Distrito de Bom Jesus do Itabapoana/R], cuja destina¢do ¢ uma Cooperativa de Laticinios
localizada na regiao Noroeste Fluminense.

Cada volume da amostra de leite foi coletado em frasco estéril e transportado em caixa isotérmica com gelo
para o Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Agua do Instituto Federal Fluminense (IFF) Campus
Bom Jesus do Itabapoana para realizagao das anélises.

2.1 Contagem

A contagem das BAL foi realizada por meio do plaqueamento em profundidade utilizando como solugio
diluente o Caldo Citrato de Sédio 2% e os meios de cultura Agar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) e Agar
M17 (Himedia®) incubadas em jarras de anacrobiose com atmosfera de CO, a 37/30 °C, respectivamente,
por 48 horas. Os resultados foram expressos em UFC/mL.
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2.2 Isolamento

Ap6s a contagem de BAL, as col6nias morfologicamente diferentes foram isoladas em Caldo MRS, sendo em
seguida estriadas em Agar MRS a 37 °C/48 horas para comprovagio de cepas puras. Coloragio de Gram e
prova bioquimica da catalase foram realizadas para confirmacao de bactérias 4cido laticas.

2.3 Atividade antagonista

Dos isolados confirmados como BAL, 37 foram testados para detecgao de atividade antagonista iz vitro
contra cepas de Staphylococcus aurens ATCC 12600 e Escherichia coli ATTC 25922 utilizando a técnica
de sobrecamada tendo por base a metodologia descrita por Nero ez al. (2009) e Voulgari ez al. (2010).
Inicialmente, realizou-se plaqueamento em superficie das BAL em Agar MRS e M17, com incubagio em jarra
de anaerobiose com ambiente de CO; por 48 horas a 37/30 °C, respectivamente. O in6culo patogénico foi
semeado em Agar Nutriente a 37 °C/18 horas e diluido em Solugio Salina (0,85%) em uma concentragio
de 1,5 x 108 UFC/mL, conforme a escala 0,5 de Mac Farland. Posteriormente, o inculo foi adicionado ao
meio de cultura Tripticase Soy Agar (TSA/Prodimol”) e vertido nas placas contendo BAL, sendo reincubadas
a 37 °C/48 horas. Apés esse periodo, realizou-se a leitura, sendo considerados indicativos de inibigao as
amostras contendo menos de 25% da placa com crescimento do patégeno inoculado e a formagao de um halo
translucido na sobrecamada de TSA ao redor das colonias de BAL.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Contagem

Na presente pesquisa, a contagem microbiana de bactérias 4cido lticas das amostras analisadas variou de 3
log a 6 log UFC/mL. Os valores encontrados nesta pesquisa se assemelham ao encontrado por Cotelo ez al.
(2013) na microbiota do leite, com uma ampla oscilagio entre 1 x 10 e 1 x 10° UFC/mL na contagem de
BAL presentes nesse alimento. Segundo Delavenne ez al. (2012 apud OLIVEIRA et al.,2016), a contagem de
bactérias 4cido laticas corresponde a 20-30% da microbiota total existente no leite cru. Freire ez a/. (2017), em
um trabalho sobre isolamento e caracterizagao das BAL a partir de leite cru comercializado em Minas Gerais/

Brasil, encontraram uma contagem de 1,94-2,68 x 10° UFC/mL. Uma quantidade menor de BAL (8x10°

C*?) foram encontradas por Melia ez 4. (2017) em trabalho similar, ao identificar BAL nativas de leite cru
de bufala na Indonésia. Do mesmo modo, Bluma ¢ Ciprovica (2015) detectaram uma populagio média de

BAL de 9,27 x 10> UFC/mL no leite cru. De acordo com Elgadi, Gadir e Dirar (2008), as amostras de leite

analisadas continham Lactobacillus e Lactococcus na faixa de 3,50-6,30 e 3,48-6,31 log mL™, respectivamente.
Logo, ¢ dificil estabelecer um padrio de BAL presentes no leite cru, porém vale ressaltar que ORDONEZ ez al.
(2005) atribuem a proliferacio microbiana das BAL no leite a trés fatores principais: a microbiota do interior
do ubere, a contaminagio externa (desde 0 momento que sai do ubere) e aos equipamentos de ordenha e
outros utensilios. Em contrapartida, Hermanns ez /. (2013) afirmam que o crescimento de BAL em produtos
lacteos ¢ totalmente influenciado pela regido geografica onde foi produzido.
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3.2 Isolamento

Das 95 colénias isoladas, 74 foram Gram-positivas e catalase negativas, sendo confirmadas como BAL. O
leite cru ¢ composto por uma microbiota rica em BAL, podendo apresentar bactérias dos seguintes géneros:
Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc e Lactobacillus (JAY,2005). Nossos resultados revelaram
que a maioria das BAL isoladas desse alimento apresentaram morfologia de cocos (94,6%), sendo apenas
5,4% de bacilos. Outros estudos também tém apontado uma maior propor¢ao de cocos que bacilos em BAL
oriundas de leite cru. Karakas-Sen ¢ Karakas (2018), isolando e identificando BAL a partir de leite cru de
vaca de diferentes fazendas leiteiras localizadas em Bursa/Turquia, demonstraram que 62,22% das BAL eram
cocos e 37,78% bacilos. Ainda, Freire ez al. (2017), através do isolamento de BAL de leite cru comercializado
na cidade de Salinas, Minas Gerais/Brasil, identificaram 80% dos seus isolados como cocos e 20% bacilos. Os
resultados relatados pressupoem que as BAL isoladas do leite cru de uma determinada regiao contém suas
proprias caracteristicas regionais, além de uma microbiota diversificada.

3.3 Atividade antimicrobiana

Para teste de potencial antagonista, foram utilizados 37 dos isolados de BAL (35 cocos e 2 bacilos).

Dos 37 isolados testados contra os dois patdgenos, 24 (64,9%) apresentaram atividade inibitdria no
teste de sobrecamada contra os dois patdgenos; 9 (24,3%) nio apresentaram atividade inibitdria contra
nenhum dos dois patdgenos; 2 (5,4%) isolados apresentaram atividade inibitéria somente contra E. coli; e
outros 2 (5,4%) apresentaram atividade inibitdria somente contra S. aureus. Os resultados encontrados sio
semelhantes aos relatados por muitos autores sobre a atividade antimicrobiana de BAL frente a patégenos
comuns em alimentos. Karakas-Sen ¢ Karakas (2018) demonstraram que a maioria dos isolados de BAL
provenientes do leite cru apresentou agao antimicrobiana sobre Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Staphylococcus aurens ATCC 25923 e Clostridium perfringes ATCC 13124. Dias, Silva ¢ Timm (2012),
estudando a atividade inibitéria de BAL isoladas de graos de kefir frente a Escherichia coli O157:-H7 (ATCC
43895), Salmonella enterica subsp. enterica sorotipos Typhimurium (ATCC 13311) ¢ Enteritidis (ATCC
13076), Staphylococcus aurens (ATCC 14458) e Listeria monocytogenes (ATCC 7644), observaram que
todos os isolados apresentaram atividade antimicrobiana contra pelo menos um dos patdgenos analisados.
Mezaini ez al. (2009) também observaram agio antagdnica de algumas BAL isoladas de produtos lécteos
fermentados tradicionais preparados a partir de leite cru (Raib) sobre bactérias Gram-negativas ¢ Gram-
positivas, incluindo Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922. Ainda, outros
autores revelaram niveis importantes de efeito antibacteriano e antifingico em cepas de BAL obtidas de
produto lcteo tipico da Asia Central (Koumiss e Kurut). Nesse estudo, as cepas foram testadas contra E. coli
BC 1402, S. aureus ATCC 25923, B. cereus BC 6830, Y. enterocolitica ATCC 27729 e S. typhimurium RSSK
95091 (ISPIRLIL; DERTLI, 2017). Sari, Suryanto ¢ Yurnaliza (2018) mostraram que as BAL provenientes
do Bekasam (produto cirneo fermentado tipico da Indonésia) foram capazes de inibir os patdgenos S.
aurens ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 ¢ Salmonella sp. em alguma extensao. Costa ez al. (2012)
confirmaram capacidade de inibi¢ao pelos microrganismos L. acidophilus LAS, L. plantarum DCTA 8420
¢ B. lactis DCTA 8724 para S. aureus FRI 196, B. cereus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 ¢ .
Enteritidis. Djadouni e Kihal (2012), usando Lactobacillus sp. isolado de leite vaca, encontraram uma ampla
zona de inibigdo por essa bactéria 4cido ldtica contra todos os microrganismos testados (Escherichia coli,
Pseudomonas sp., Salmonella typhimurium, Salmonella para-typhimurium B, Clostidium sp., Staphylococcus
aureus, Streptococcus sp., Listeria ivanovii, B. megaterium 1D 07817 e B. megaterium 1D 07818).

Diferentemente do efeito inibitério encontrado no presente estudo e nos autores anteriormente citados,
Machado e al. (2011) constataram que a microbiota autéctone das amostras de queijo coalho analisadas
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nio afetou o desenvolvimento do microrganismo Staphylococcus coagulase positiva. Castilho ez al. (2012)
também verificaram que nao houve atividade antagonista de BAL de leites fermentados comercializados em
Vigosa, MG/Brasil nas bactérias patogénicas Salmonella enterica, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Isso
demonstra a importancia de se caracterizar as BAL autdctones quanto a seu perfil antimicrobiano, tendo em
vista as amplas potencialidades de uso de BAL aut6ctones em inovagao de produtos alimentares ou mesmo
alimentos tradicionais que possam vir a ser considerados IG (Indice Geogréfico) — ou de origem. A utilizagio
de BAL autdctone com atividade comprovadamente antimicrobiana pode ter grande aplicagao na industria
de alimentos, melhorando a seguranca e qualidade dos alimentos e preservacao das caracteristicas tradicionais
que definem a identidade de onde o produto foi obtido.

Ao que se tem conhecimento, esse ¢ o primeiro estudo envolvendo cepas de bactérias dcido ldticas
autdctones oriundas de leite da regido Noroeste Fluminense. Com a criagao de um repositério das cepas
comprovadamente com perfil de atividade antimicrobiana, serd possivel realizar estudos posteriores que
permitam a detec¢io de suas potencialidades para uso em alimento funcional e/ou como cultura starter em
produtos fermentados regionais.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Setenta e quatro cepas de BAL foram isoladas de leite cru, das quais 37 foram utilizadas para teste de atividade
antagdnica contra S. aureus ¢ E. coli. Aproximadamente 76% dos isolados apresentaram agao inibitéria
contra pelo menos um dos patdgenos testados. Os resultados gerais desta pesquisa sugerem a presenca de
microbiota autéctone vidvel nas amostras de leite do municipio de Bom Jesus do Itabapoana. A compreensao
dadiversidade e caracteristicas de BAL no leite cru de uma regiao fornece informagoes para a selegao de cepas
com propriedades potenciais para uma futura utilizagiao em alimentos que possam satisfazer as demandas dos
consumidores, os quais exigem cada vez mais produtos diferenciados com identidade e padrées de qualidade.
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