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RESUMO

TOSONI, N. F. POTENCIAL ANTIBACTERIANO DE ENTEROCINAS EM CELULAS
PLANCTONICAS E EM BIOFILME DE Salmonella Typhimurium E SOROTIPOS
DE Escherichia coli. 2017. 51f. Dissertacdo (Programa de Pds-graduacdo em
Tecnologia de Alimentos- PPGTA), Universidade Tecnolégica Federal do Parana.
Campo Mouréo, 2018.

Escherichia coli e Samonella Typhimurium sdo bactérias que apresentam riscos a
saude humana, sendo capazes de formar biofiimes em superficies abioticas,
constituindo uma importante fonte de contaminacdo na industria de alimentos. Por
serem estruturas complexas, sdo resistentes a diversos sanitifizantes, e uma
alternativa para seu controle sdo as bacteriocinas, pois sao capazes de eliminar
bactérias através de formacao de poros na membrana celular. O objetivo deste estudo
foi avaliar a acdo de bacteriocinas produzidas por Enterococcus em células
planctdnicas e células de biofilme formado por Salmonella Typhimurium e Escherichia
coli. Foram utilizados sobrenadante livre de células (CFS) contendo enterocina
produzida por 3 isolados de Enterococcus ( MF2, MF5 e L3), no teste de antagonismo
em placas. Posteriormente, a enterocina foi testada em biofilme formado, sendo
mensurado pela medida da biomassa ap0s aplicacdo de cristal violeta. A acéo
sinérgica entre as enterocinas foi verificado pela constru¢cdo de uma superficie de
resposta por planejamento de misturas. O CFS bruto contendo enterocina apresentou
inibicdo contra as bactérias indicadoras, em todos os tempos de contato testados (6h
e 18h). A enterocina expressada pelo isolado L3 foi 0 que apresentou o melhor perfil
de inibicdo sobre células plancténicas. J& no biofilme o melhor tempo de inibi¢édo
ocorreu no tempo 18h. A superficie de resposta para o teste de sinergismo mostrou
que houve pequena interacdo binaria sinérgica entre os CFS MF2 e MF5 contra um
dos patégenos. Os resultados obtidos mostraram que as enterocinas produzidas por
esses Enterococcus tem potencial para uso como conservantes em alimentos, visto
gue o espectro de acdo abrange também as bactérias Gram negativas ao contrario da
nisina, que é usada atualmente.

Palavras chaves: Gram negativa, patdgenos alimentares, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Escherichia coli and Salmonella Typhimurium are bacteria that present risks to human
health, being able to form biofilms on abiotic surfaces, constituting an important source
of contamination in the food industry, and an alternative for their control are the
bacteriocins, because they are able to eliminate bacteria through the formation of
pores in the cellular membrane. The objective of this study was to evaluate the action
of bacteriocins produced by Enterococcus in planktonic cells and biofilm cells formed
by Salmonella and sorovars Escherichia coli. Cell-free supernatant (CFS) containing
enterocin produced by 3 Enterococcus isolates (MF2, MF5 and L3) were used in the
plate antagonism test. Subsequently, the enterocin was tested in formed biofilm, being
measured by the biomass measurement after application of violet crystal. The
synergistic action among the enterocins was verified by the construction of a response
surface by mixing planning. All Enterococcus isolates tested have more than two genes
for expression of enterocin. The crude CFS containing enterocin showed inhibition
against the indicator bacteria at all times of contact tested (6h and 18h). The enterocin
expressed by the L3 isolate showed the best inhibition profile on planktonic cells. In
the biofilm, the best time of inhibition occurred in the time 18h. The response surface
for the synergism test showed that there was small synergistic binary interaction
between the CFS MF2 and MF5 against one of the pathogens. The results show that
the enterocins produced by these lactic acid bacteria (BAL) have potential for use as
preservatives in foods, since the action spectrum also encompasses Gram negative
bacteria in contrast to nisin, which is currently used.

Keywords: Gram Negative, foodborne pathogens, antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

Muitos dos problemas de saude causados por alimentos sdo provenientes de
alguma contaminacéo que ocorreu durante o processamento, de forma multifatorial,
podendo ocorrer contaminacgéo pela agua, matéria prima, ar e formacao de biofilmes
bacterianos (CASTONGUAY et al., 2006; SHI, 2009; SREY et al., 2013; LIU et al.,
2014).

Biolfimes s&do agregados uni ou multi-espécies, contendo materiais
extracelulares, como polissacarideos, proteinas, fosfolipidios e também alto teor de
DNA extracelular. Sao altamente vantajosos para sobrevivéncia, pois atua na protecéo
contra desidratacado, estresse oxidativo, e acao de produtos sanificantes (SHI, 2009;
SREY et al., 2013).

A formacéo de biofilmes na industria de alimentos acontece de forma simples,
guando primeiramente compostos organicos e/ou inorganicos aderem-se a superficie
formando uma espécie de ambiente condicionante, em seguida células microbianas
se aderem a esse ambiente. Quando 0s microrganismos estdo em forma de vida
planctdnica recebem um estimulo para se aderir em alguma superficie. Existem
fatores que facilitam esse processo, como: pH, temperatura, biodisponibilidade de
nutrientes, entre outros. A adesdo pode ocorrer em dois estagios: reversivel,
caracterizado por interacfes fracas entre microrganismo e superficie, ou irreversivel,
quando ocorre o ancoramento da célula por flagelos, pili e compostos extracelulares
que fortalecem as ligacdes (OLIVEIRA, BRUGNERA & PICCOLI, 2010).

As formas de controle de biofilmes, visando obter alimentos seguros, exigem
uma grande quantidade de desinfetantes, detergentes, bactericidas, sanitizantes entre
outros, e por sua vez geram grandes quantidades de residuos levando a outro desafio
para as industrias e as areas de pesquisa pela busca por métodos ambientalmente
seguros também desperta interesses.

Bacteriocinas sdo peptideos produzidos por diversos microrganismos para se
proteger de competidores, trata-se de uma defesa natural contra outros
microrganismos, em sua maioria Sdo cationicas e atacam a membrana de outras
células, no entanto as células produtoras desenvolvem resisténcia contra esta
substancia (CLEVELAND et al., 2001; COTTER, 2014). Enterocina é uma classe de
bacteriocina cati6nica produzida por Enterococcus, é resistente a uma ampla faixa de

temperatura e pH, além de ser destruida facilmente pelas proteases na digestao.



Ainda, apresenta amplo espectro de atividade contra microrganismos Gram-positivos
e Gram-negativos (GRANDE et al., 2005; MARTINEZ-BUENO e GALVEZ, 2017).
Considerando os beneficios e os resultados positivos que as bacteriocinas vém
apresentando quanto a inibicdo de microrganismos patogénicos em produtos
alimenticios, novos testes e estudos relacionados a atividade antimicrobiana,
producdo e caracterizacdo de bacteriocinas sdo de grande interesse e também
necessarios para o desenvolvimento de novas estratégias para controlar a
contaminacgao de alimentos. Portanto, o presente trabalho consistiu em avaliar a acéo
inibitéria de enterocina contra biofilmes formados por sorotipos de Escherichia coli e

Salmonella Tiphymurium.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 BIOFILME: FORMACAO E CARACTERISTICAS

Biofilmes microbianos sdo comunidades constituidas por células sésseis, mono
ou multiespécies, aderidas a um substrato bidtico ou abidtico, circundado por uma
matriz extrapolissacaridica (EPS), contendo acidos nucléicos, proteinas e outras
substancias (MOHAMED & HUANG, 2007). Os microrganismos em biofilme podem
apresentar diferentes fenotipos, metabolismo, fisiologia e transcricdo genética
(DONLAN & COSTERTON, 2002).

A formacéao de biofilmes é considerada uma problematica com relacéo a area
ambiental, industrial e da saude, devido a essas comunidades microbianas
expressarem propriedades especificas, tais como o aumento da resisténcia a
antibiéticos, a luz UV, a produtos quimicos como os biocidas; aumento das taxas de
troca de material genético, alteracdo na biodegradabilidade e aumento na producéo
de metabdlitos secundarios (PRAKASH; VEEREGOWDA & KRISHNAPPA, 2003).

A formacao de biofilme compreende varias etapas; sendo destacadas 5 etapas
(DONLAN, 2002) (Figura 1).
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Figura 1. Primeiras Etapas de formacéo de biofilme bacteriano (Fonte: Citacao proria).



Segundo Watnick e Kolter (2000) os microrganismos, denominados de células
planctdnicas, se aproximam da superficie, formando uma associacao proviséria com
a propria superficie e/ou outros microrganismos. Essa adesao inicial ira depender do
tipo de material que o microrganismo ira se aderir; se for uma superficie abiotica,
essas interacdes podem ocorrer por interagdes fisico-quimicas néao especificas, ja em
superficies bidticas a interacdo microrganismo/superficie é mediada por ligacdes

moleculares especificas do tipo receptor-ligante (DUNNE, 2002) (Figura 2).
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Figura 2. Interacdes envolvidas na adesédo de células bacterianas planctdnicas a superficie abittica e
bidtica. As interacdes fisico-quimicas ndo especificas, envolvidas na adeséo reversivel, incluem as
interacdes eletrostéticas de van der Waals e hidrofobicas, ligacbes de hidrogénio e por adesinas,

podendo culminar na adeséo irreversivel (Fonte: Dunne (2002)).

Apbs o processo de adesdo, ocorre a formacdo de microcolbnias e producao
de exopolissacarideos (EPS), que passam a estabilizar a associacdo. Apos esta etapa
forma-se uma estrutura tridimensional que consiste no biofilme microbiano, sendo
compostos por células sésseis.

Varios elementos exercem influéncia no processo de adesdo e formacao de

biofilmes bacterianos, como hidrofobicidade, carga da superficie, temperatura,



presenca de substrato, aparatos celulares como pili, fimbrias e flagelos, diferencas
existentes entre as superficies utilizadas no processamento de alimentos e a
configuracdo dos equipamentos em relacdo a facilidade ou ndo de limpeza e
sanitizagdo (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).

Segundo Pereira et al. (2000), a topografia das superficies, como sua
composicao, rugosidade e porosidade também podem ser determinantes para este
processo.

Uma vez que as bactérias estejam ligadas irreversiveis a uma superficie, o
processo de maturacao do biofilme inicia-se. A densidade e complexidade do biofilme
aumentam a medida que os organismos aderidos iniciam sua replicacdo e 0s
componentes extracelulares gerados por esses organismos interagem com moléculas
organicas e inorganicas do ambiente circundante para formar a matriz ou
exopolissacarideo (EPS). Esta substancia envolve as células no interior do biofilme,
fortalece a adesao entre as células, promove o suporte estrutural do biofilme e pode
agir como receptor para novas interagcbes. O EPS é composto principalmente de
proteinas, polissacarideos e acidos nucléicos (STOODLEY et al., 2002).

Outros fatores que controlam o amadurecimento de micro colbénias sdo pH,
perfusdo de oxigénio, fonte de carbono e osmolaridade. Em determinado momento, o
biofilme alcanca uma massa critica e um equilibrio dinamico é criado de forma que as
camadas mais externas do biofilme comecam a gerar células plancténicas, ou seja,
inicia-se a liberacdo de células da estrutura formada, sendo capazes de colonizar
outras superficies (DUNNE, 2002).

O biofilme maduro pode apresentar microcanais internos, Uteis na distribuicao
de nutrientes e 4gua, no escoamento de metabdlitos, enzimas alginatoliases e as
proteases, necessarias ao destacamento de células do biofilme e na distribuicao de
moléculas sinalizadoras de quorum sensing (HALL-STOODLEY et al, 2004).

Sob determinadas situagdes, devido a uma programacao celular, ocorre o
desprendimento de células pertencentes ao biofilme (células sésseis) ou de grupos
de células unidas pelo EPS que podem colonizar novo local (BAYLES, 2007).

O quorum sensing (QS), sistema de comunicacdo célula-célula, é outro fator
que tem sido considerado de grande importancia para a formacdo de biofilmes
microbianos. Neste sistema as bactérias sintetizam compostos sinalizadores de baixo
peso molecular, denominados de autoindutores (Als), que irdo modular e influenciar a

formacdo do biofilme, modulando também outras fun¢cdes como esporulacéo,



producao de bacteriocinas, expressao de fatores de viruléncia, producéo de proteases
e pigmentacéo, além de favorecer o acesso a nutrientes (VIANA, 2006).

O metabolismo de carboidratos também regula a producao de biofilme entre as
varias bactérias gram-positivas, incluindo E. faecalis, sendo que um regulador
transcricional dependente de glicose (PILLAI et al., 2004). Estudos realizados com E.
faecalis e E. faecium demonstraram que a glicose teve influéncia positiva do
carboidrato na capacidade de formacgdo de biofilme destes microrganismos
(MARINHO et al., 2010; PILLAI et al., 2004; CASSENEGO, 2013).

O pili bacteriano também estdo envolvidos no desenvolvimento de biofilme,
pois o pili promove o contato célula-célula (VAN HOUDT & MICHIELS, 2010). Ainda,
fatores ambientais como temperatura, pH, presenca de nutrientes, osmolaridade,
presenca de outras bactérias e tipo de superficie também interferem na formacéo de
biofilme (MOHAMED & HUANG, 2007; VAN HOUDT e MICHIELS, 2010).

MARINHO et al. (2013) também revelaram que a temperatura influencia na
formacéo de biofilme, sendo que em 10° C inibiu fortemente o desenvolvimento de
biofilme e a 37°C ocorreu o melhor desempenho de formacao de biofilme nos isolados

de E. faecium.

2.2  BIOFILME NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS
A formacdo de biofilme em superficies utilizadas na producao de alimentos,

vém recebendo destaque, principalmente no que se refere aos maleficios de sua
presenca. Uma vez constituidos, os biofilmes agem como pontos de contaminacéao
constante, liberando células de microrganismos patogénicos e/ou deterioradores de
alimentos, podendo comprometer a qualidade microbiolégica de matérias-primas,
produtos pré-acabados e acabados (CHEN et al., 2007; FUSTER-VALLS et al., 2008;
MANSFELD, 2007).

Biofilmes de microrganismos potencialmente patogénicos foram detectados
em alimentos e em superficies de processamento de alimentos, comprometendo a
higiene dos mesmos bem como podendo atuar como reservatorio de patdgenos e
microrganismos deteriorantes. Biofilmes microbianos produzidos em superficies de
alimentos representam um risco para a saude publica (SHI & ZHU, 2009; VAN HOUDT
& MICHIELS, 2010; FONSECA 2010).

A fixacao de microrganismos na superficie de alimentos pode ser considerada

como um primeiro passo para a deterioracdo desses produtos, e sua permanéncia e



crescimento dependem de sua capacidade de se manter aderido. Assim o0
conhecimento sobre as caracteristicas de formacé&o de biofilmes em alimentos frescos
€ Util para estabelecer diretrizes sobre armazenamento seguro (BAE et al., 2014).

Outra problemética envolvendo a formacgdo de biofilme na industria de
alimentos é a capacidade das células sésseis serem resistentes aos agentes
empregados nos procedimentos de higienizacdo. Alguns pesquisadores relatam que
as células sésseis chegam a ser de 500 a 1000 vezes mais resistentes que as células
plancténicas (DRENKARD, 2003). Um dos grandes responsaveis por conferir esta
protecdo € a matriz de EPS, que age como barreira fisica, impedindo que os agentes
sanitizantes cheguem a seus sitios de acdo. O EPS é também capaz de adsorver
cations, metais e toxinas, conferir protecdo contra radiagbes UV, alteracdes de pH,
choques osmoéticos e dessecacao.

Outros problemas sao que alguns subprodutos celulares do biofilme aceleram
a corrosao do aco inoxidavel, e dificultam a troca de calor, reduz o fluxo de fluidos e
filtracdo por membranas (LIAQAT et al, 2013).

Devido a este agravante, conhecer as condi¢cdes que propiciam a formagéo de
biofiime e as suas fragilidades € primordial para que estratégias de controle, mais
econbmicas e eficazes, afim de eliminar mais esta possibilidade de introducdo de

microrganismos na cadeia alimentar (HERRERA et al, 2007).

2.3 CONTROLE QUIMICO DE BIOFILME

Sob condicdes favoraveis as bactérias podem aderir e se reproduzir e quando
nao removidas de forma eficiente podem promover a formacdo dos biofilmes
bacterianos (BOWER; McGUIRE & DAESCHEL, 1996). Apods a formacgéo do biofilme,
0S microrganismos que se encontram em seu interior sdo protegidos da remocao
guando expostos ao escoamento de liquidos, alta turbuléncia e a acdo de agentes
quimicos como os utilizados nos procedimentos de higienizacdo (CLONTZ, 2008). Os
materiais comumente utilizados no setor, tais como o0 aco inoxidavel, vidro, borracha,
policarbonato, poliuretano, poliestireno, polipropileno, titanio, aluminio e ceramica vem
sendo investigados quando a capacidade de adesao microbiana (DI CICCIO et al,
2015).

A industria de alimentos utiliza diversas estratégias de higienizacdo dos
equipamentos, no entanto, tais procedimentos podem néo ser totalmente eficazes

sobre biofilmes bacterianos, selecionando fenétipos resistentes (SIMOES et al., 2010).



Diferentes produtos quimicos podem ser utilizados no processo de sanitizacao
de utensilios e equipamentos, incluindo produtos tensoativos ou alcalinos, usados
para suspender e dissolver os restos de alimentos pela diminuicdo da tensé&o
superficial, ou emuls&o de gorduras e desnaturacéo de proteinas (MAUKONEN et al.,
2003). Cloro, peroxido de hidrogénio, iodo, 0zbnio e acido peracético estdo entre 0s
principais agentes sanitizantes utilizados na industria de alimentos (KUDA et al.,
2008). Contudo, a eficacia dos sanitizantes pode ser influenciada pela presenca de
material orgénico, tais como gorduras, carboidratos e proteinas, pH, temperatura,
dureza da agua, inibidores quimicos, além da concentracdo e tempo de contato
(KUDA et al., 2008).

Castro (2012) avaliou a eficiéncia dos sanitizantes hipoclorito de sddio, acido
peracético e digluconato de clorexidina, sobre a formacéo de biofilme de E. faecium,
E. faecalis, Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa em superficie de aco inoxidavel.
Embora os sanitizantes tenham sido utilizados nas concentracbes recomendadas
pelos fabricantes e frequentemente utilizadas nas industrias de alimentos, estes ndo
eliminaram o biofilme formado por estes microrganismos. Jessen e Lammert (2003)
explicam que a remoc¢ao de microrganismos de superficies de contato torna-se muito
mais complicada apds a formacédo do biofilme maduro, sendo mais eficiente adotar
varias acdes combinadas.

Meira et al. (2012) e Souza et al. (2014) verificaram o efeito de acido peracético
e hipoclorito de sédio sobre biofilmes pré-formados de S. aureus em superficies de
poliestireno e aco inoxidavel, contudo, estes ndo foram eficientes para a completa
remocao das células do biofilme.

As células persisters aderidas as superficies apds a aplicacdo de sanitizantes
reforcam o biofime como uma fonte provavel de contaminagdo cruzada,

principalmente em superficies de processamento de alimentos (MEIRA et al., 2012).

2.3.1 BACTERIOCINAS NO CONTROLE DE BIOFILME BACTERIANO

Apesar das estratégias e conceitos de seguranca na industria de alimentos,
ainda ha vérios problemas relacionados a contaminacéo de alimentos por patégenos
alimentares (DI CICCIO et al, 2015). Uma alternativa para aumentar a seguranca de
alimentos envolve o uso de produtos provenientes de microrganismos (ROSS et al.

2002). Dentre estes, destaca-se o uso de bacteriocinas.



Bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas com atividade antimicrobiana
produzidas por diferentes grupos de bactérias. Tais peptideos antimicrobianos sao
ativos contra patdégenos de origem alimentar, como L. monocytogenes, S. aureus, e
células vegetativas e esporos de B. cereus e Clostridium botulinum (GIRAFFA et al.,
2003).

As bacteriocinas podem ser agrupadas em quatro grandes grupos com base
em sua estrutura como, por exemplo, similaridades entre a sequéncia priméaria,
propriedades fisico-quimicas, sequéncia lider e nimero de peptideos que constituem
sua atividade, e principalmente com base em seu modo de acdo (AYMERICH et al.,

1996). Cotter et al (2013) definiu quatro classes de bacteriocinas (Figura 3).

Ila T
Tferiase (i peptidios pequenos;
Lantibiotico; peptidios e ol de )
pequenos (<5KDa) termoestavels; fidi lantarici
o eantionina sintetizados na forma peptidios (plantaricina
de precursores E/F)
/ )
Class I Class II N
Peptidios que requer
residuos de cisteina na
forma reduzida
Bacteriocins I~
Class III Class IV
) 4
Moléculas grandes Moléculas complexas
sensiveis ao calor (peptidios + lipideos
ou carboidratos )
J \_

Figura 3. Classificacdo das bacteriocinas segundo (Fonte: Cotter, et al (2013)).

A maioria das bacteriocinas interage com lipideos anibnicos presentes na
membrana plasmatica das bactérias alvo, sendo ativas principalmente contra
bactérias Gram-positivas, ja que essas sao caracterizadas por um elevado teor de
lipideos anibnicos na membrana. A maioria das bacteriocinas age permeabilizando a
membrana por meio da formacdo de poros, o que promove a dissipacdo da forca

préton motora (PMF) e inibicdo do transporte de aminoacidos (ABEE et al, 1995). A
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PMF esta envolvida em diversos processos ha membrana citoplasmatica, tais como o
acumulo de ions e metabdlitos, e a sintese de ATP (BRUNO e MONTEVILLE, 1993).

Bacteriocinas também podem inibir bactérias Gram-negativas, neste caso
necessitam transpor a membrana externa e alcancar a membrana plasmética da
célula alvo para atuarem. Em contato com a membrana plasmatica sdo capazes de
interferir na sintese de DNA, RNA e proteinas. A exemplo, a microcina B17 inibe a
enzima DNA-girase, e a microcina J25 inibe a RNA polimerase (COTTER et al., 2013).

As bactérias produtoras de bacteriocinas possuem um mecanismo de
imunidade que as protegem da acdo de suas proprias bacteriocinas. A protecao é
conferida por um peptideo de imunidade expresso concomitantemente as
bacteriocinas (ABEE et al, 1995). A proteina de imunidade pode estar fracamente
associada ou nao associada as proteinas receptoras de membrana (manose
fosfotransferase - Man-PTS). Quando a bacteriocina € produzida, a proteina de
imunidade se liga ao receptor evitando que a bacteriocina se ligue a ele e forme poros
na membrana citoplasmatica, o que provocaria a lise celular (NES et al, 2007).

A nisina é a bacteriocina mais comum que vem sendo empregada na
conservacgao de alimentos, no Brasil e no mundo, sendo utilizada principalmente em
gueijos pasteurizados para prevenir o crescimento indesejavel de bactérias gram-
positivas esporogénicas deterioradoras. Embora haja diversos relatos da inibicdo de
biofilme bacteriano por nisina, este peptideo possui melhor acdo contra bactérias
Gram positivas (JOERGER, 2003). Por este fato, diversos estudos tem focado no
isolamento de novos isolados bacterianos produtores de bacteriocina, que
apresentem acdo antagbnica contra bactérias Gram positivas e Gram negativas,
guando em formacéao de biofilme.

Zhao et al (2004), demonstraram que bacteriocina produzida por Enterococcus
durans e Lactococcus lactis foram capazes de reduzir mais de 5 log UFC/cm? de
biofilme de Listeria monocytogenes. Minei et al (2008) descreveram a reducao na
formacao de biofilme em cupons de ac¢o inox, quando co-cultivado L. monocytogenes
e Enterococcus faecium bacteriogenicos. Winkelstroter et al (2015) também
comprovaram a diminuicdo da formagdo de biofiime quando Lactobacillus
paraplantarum e L. monocytogenes foram crescidos em co-cultivo.

Células planctonicas e biofilme de Bacillus subtilis também foram afetados apés
contato com bacteriocina produzida por L. acidophilus. Nisina A e lacticina Q também
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apresentaram efeito antagonico contra biofilme de Staphylococus aures (OKUDA et
al., 2013).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Analisar a agdo antimicrobiana e antibiofilme de enterocinas sobre isolados de

E. coli e Salmonella Tiphymurium.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Verificar a atividade antagbnica de enterocinas sobre os isolados de
Escherichia coli e Samonella Typhimurium através da técnica de sobrenadante livre
de célula (CFS).

o Determinar a atividade sinérgica em células planctonicas entre enterocinas
combinadas através planejamento de misturas.

o Determinar a acdo anti biofilme dos CFS contra biofiimes formados por
Salmonella Thyphimurium e sorotipos de E. coli.

o Confirmar por microscopia de fluorescéncia a acao anti biofilme dos CFS
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Neste estudo foram avaliados 9 isolados bacterianos pertencentes ao grupo de
Bactérias Acido Laticas (BAL), previamente identificados e caracterizados como
produtoras de bacteriocinas (GIAZZI, 2017).

As bactérias indicadoras foram Salmonella Typhimurium UK-1 ATCC 68169,
Escherichia coli BAC 49LT ETEC (Enterotoxigénica), EHEC (enterohemorragica) e
EPEC (enteropatogénica), todas provenientes de surtos alimentares e gentilmente
doadas pela prof2 Dr2 Renata Katsuko T. Kobayashi (Departamento de Microbiologia
da Universidade Estadual de Londrina). As culturas encontram-se estocadas a -20°C

e foram reativadas em 5 mL de caldo MRS (Himedia) a 37°C por 24h.

4.2 DETECC}AO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS ENTEROCINAS
CONTRA Escherichia coli E Salmonella Typhimurium PELA TECNICA SPOT- ON-
LAWN

A deteccdo da atividade antimicrobiana foi realizada pela metodologia Spot-on-
lawn (LEWUS; KAISER & MONTVILLE, 1991). Os isolados de BAL foram inoculados
em forma de linha em meio BHI sélido e incubados a 37°C por 24h. Em seguida, 1
mL de cloroférmio foi adicionado na parte interna da tampa e as placas foram fechadas
e mantidas em repouso durante 20 minutos em fluxo laminar, a fim de promover a
morte celular das colbnias bacterianas e eliminar a hipotese de uma possivel
competicdo entre microrganismos (DRECHSEL et al, 2009; SMARDA et al, 2007,
WIRAWAN et al, 2007).

Ao BHI semi-sélido (0,8% de agar) foi adicionado o microrganismo indicador na
concentracgéo final correspondente a escala 0,5 de McFarland (1,5. 108 células/mL) foi
vertido sobre a cultura de BAL tratado com cloroformio.

As placas foram incubadas a 37°C por 24h e a inibicdo foi verificada pela
presenca de halo translicido ao redor da colonia (LEWUS; KAISER & MONTVILLE,
1991).

4.3 OBTENCAO DE SOBRENADANTE LIVRE DE CELULAS
O sobrenadante livre de células (CFS) foi obtido conforme metodologia descrita

por Nilsen et al (1998). Os isolados que apresentaram atividade antagdnica no teste
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spot on lawn foram cultivados em caldo MRS a 37°C por 24 h. O caldo foi centrifugado
a 10000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante esterilizado por filtracdo em membrana
com poros de 0,22 ym (Millipore). O pH do sobrenadante foi ajustado em 6,5 e foi
acrescentado 300 U/mL de catalase (AMMOR et al, 2006). O CFS foi mantido a -20°C.

4.4 ATIVIDADE ANTAGONICA DE ENTEROCINAS SOBRE CELULAS
PLANCTONICAS DE Escherichia coli E Salmonella Typhimurium

O teste da atividade antimicrobiana do CFS foi realizado em placas de
microtitulacdo segundo protocolo descrito por Harris et al (1989). Para tanto, 100 pL
de meio BHI contendo E. coli ou S. Typhimurium (concentragédo final de 1,5. 108
células/mL) foi depositado nos pocos, e em seguida foi depositado 100 pL do CFS
tratado. As placas foram incubadas a 37°C por 6 e 18h. A inibicdo celular foi

mensurada por DO (densidade 6ptica) a 540nm, em cada tempo de incubacéo.

45 DETERMINACAO DA ATIVIDADE SINERGICA ENTRE BACTERIOCINAS
COMBINADAS

O estudo da interacdo entre as bacteriocinas foi realizada pelo método
estatistico de planejamento de misturas Simplex - Centroid com pontos internos
(Figura 5), onde X1, X2 e X3 se referem a MF2, MF5 e L3, respectivamente. Foi utilizado
o software STATISTICA 10.1.
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Figura 4. Diagrama ternario para planejamento de misturas simplex-centroid com

pontos internos (Fonte: Montgomery (2013)).

46 FORMACAO DE BIOFILME POR Escherichia coli E Salmonella
Typhimurium EM PLACA DE POLIESTIRENO E ACAO ANTAGONICA DE
ENTEROCINAS SOBRE CELULAS SESSEIS

A formacédo de biofilme seguiu a metodologia descrita por Marques e Suzart
(2004). Para tanto, foram depositados 200 L de cultivo bacteriano em BHI (1,5 x 108
UFC/mL) em pocos de placas de microtitulacéo, sendo incubadas a 37°C. As placas
foram feitas em duplicata, pois ao final do periodo de incubacdo, em uma das placas
foi acrescentado 100 pL de CFS, sendo mantidos por 6 e 18.

A formacéao de biofilme e acdo do CFS se deu pela mensuracao de biomassa
total do biofilme. Apds cada periodo de teste, os pocos foram lavados com solucéo
salina 0,85% e depositado 200 yL de metanol, retirado e adicionado 200 pL de solugéo
aguosa de cristal de violeta (0,5%). A cada poco foi adicionado 200 uL de acido acético
a 33% e a DOs40nm foi mensurada. O biofilme foi classificado de acordo com os critérios
estabelecidos por Stepanovic et al. (2000), como segue:

DOA<DOc- Considerada ndo formadora de biofilme (NF)
DOc< DOa< 2 DOc- Fracamente formadora de biofilme (FRF)
2DOc < DOa < 4DOc- Moderadamente formadora de biofilme (MF)
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DOa = 4DOc- Fortemente formadora de biofilme (FF)

DO =densidade Optica do controle.
DOa = densidade Optica da amostra.

Analise de microscopia de fluorescéncia

A analise por microscopia de fluorescéncia foi realizada para observar a morte
celular de E. coli e Salmonella apés adi¢éo de enterocina contendo CFS em biofilme
pré-formado em laminulas (13mm). As laminulas foram lavadas duas vezes com PBS
e incubadas por 15 min em temperatura ambiente no escuro com 30 ug / ml de
fluoréforos de iodeto de propidio (PI) (Sigma-Aldrich, Alemanha) em PBS (Johson e
Criss, 2013). Apés a incubacédo, a solucdo de coloracdo foi aspirada, as laminulas
foram lavadas em PBS e os biofilmes foram observados usando um microscoépio de
epifluorescéncia (Zeiss, Alemanha). As células de cor avermelhada foram

consideradas inviaveis.

Analise estatistica
Os resultados foram expressos como densidade éptica (OD). Os dados foram
analisados por analise de variancia (ANOVA) e as médias compardas pelo teste T-

Student com nivel de significancia p <0,05.
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5 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho serdo apresentados em lingua inglesa e na forma de

artigo cientifico.

EFFECT OF ENTEROCINS ON PLANKTONIC CELLS AND BIOFILM OF
Salmonella TYPHIMURIUM AND ESCHERICHIA COLI SEROVARS

ABSTRACT

Escherichia coli and Salmonella Typhimurium are bacteria that present risks to human
health, being able to form biofilms on abiotic surfaces, constituting an important source
of contamination in the food industry. An alternative for their control are the
bacteriocins, because they are able to eliminate bacteria through the formation of
pores in the cellular membrane. The objective of this study was to evaluate the action
of bacteriocins produced by Enterococcus in planktonic cells and biofilm cells formed
by Salmonella and sorovars Escherichia coli. Cell-free supernatant (CFS) containing
enterocin produced by 3 Enterococcus isolates (MF2, MF5 and L3) were used in the
plate antagonism test. Subsequently, the enterocin was tested in formed biofilm, being
measured by the biomass measurement after application of violet crystal. The
synergistic action among the enterocins was verified by the construction of a response
surface by mixing planning. The crude CFS containing enterocin showed inhibition
against the indicator bacteria at all times of contact tested (6h and 18h). The enterocin
expressed by the L3 isolate showed the best inhibition profile on planktonic cells. In
the biofilm, the best time of inhibition occurred in the time 18h. The response surface
for the synergism test showed that there was small synergistic binary interaction
between the CFS MF2 and MF5 against one of the pathogens. The results show that
the enterocins produced by these lactic acid bacteria (BAL) have potential for use as
preservatives in foods, since the action spectrum also encompasses Gram negative
bacteria in contrast to nisin, which is currently used.

INTRODUCTION

Foodborne pathogens, such as Escherichia coli or Salmonella spp. may be
introduced into food processing facilities through different routes (eg raw materials,
water, air and personnel) (FINN et al, 2013) and can contaminate food during industrial
processing (LIN et al, 2006). Inadequate storage temperatures allow these

microorganisms to multiply in ready-to-eat foodstuffs and pose a significant problem
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for human health if pathogens reach high levels during storage. Therefore, it is
essential to minimize the prevalence and level of bacteria in these food products.

Escherichia coli and Salmonella spp are highly virulent and are also considered
major foodborne pathogens worldwide, both for its pathogenic characteristic and for
the ability to form biofilm.

The formation of biofilms by Salmonella spp and pathogenic Escherichia coli
has attracted a great deal of attention, since these microorganisms in biofilms are
protected from the action of sanitizers, increasing the likelihood of survival and
subsequent contamination of food (VAN HOUDT & MICHIELS, 2010; YARON &
ROMLING, 2014).

Alternatively, the use of protective cultures or their products (natural
antimicrobials) particularly from Latic Acid Bacteria (LAB) might extend the shelf-life of
processed products without any detrimental effect on their organoleptic qualities
(SIROLI et al, 2015). Bacteriocins are natural antimicrobials produced by Gram-
negative and -positive bactéria (DRIDER & REBUFFAT, 2011).

Bacteriocins are antimicrobial peptides ribosomally synthesized that are able to
kill or inhibit phylogenetically close (narrowspectrum) or distant (broad-spectrum)
bacteria (COTTER et al, 2005). Many bacteria produce at least one bacteriocin, thus
having an impact on control competing and surrounding bacteria in an food niche
(RILEY & WERTZ, 2002).

Bacteriocins produced by LAB may be classified into four groups based on their
structure, such as, for example, similarities between the primary sequence,
physicochemical properties, leader sequence and number of peptides that constitute
their activity, and mainly based on their mode of actionbased on their modification
status (COTTER et al, 2013). Bacteriocins produced by enterococci are referred to as
enterocins and have a specific spectrum of inhibitory activity, mode of action, molecular
weight and chemical structures (FOULQUIE MORENO et al, 2003; FRANZ et al, 2007).

Enterocins form pores in the cytoplasmic membrane of bacterial cells and
provoke loss of internal compounds leading to cell death (ZHAO et al, 2004; GUT et
al, 2011). The interest in enterocins has significantly increased because of their activity
against several foodborne pathogens Gram positive and Gram negative (JENNES et
al, 2000). Further studies permitted the broadening of this spectrum as inhibitory
activities were reported against Salmonella spp. Pseudomonas spp., Shigella spp. and
Escherichia coli (BURGOS et al, 2017; LEVKUT et al, 2009).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00863/full#B67

28

Considering the benefits and positive results that enterocins have on the
inhibition of pathogenic microorganisms in food products, new tests and studies related
to the antimicrobial activity, production and characterization of bacteriocins are of great
interest and are also necessary for the development of new strategies for control food
contamination. Therefore, the present work consisted in evaluating the inhibitory action
of enterocin on biofilms formed by serotypes of Escherichia coli sorovars and

Salmonella Tiphymurium.

MATERIALS AND METHODS
Biological Material

In this study, 9 bacterial isolates belonging to the group of lactic acid bacteria
(BAL), previously identified and characterized as bacteriocin producers (GIAZZI, 2017)
were evaluated. The indicator bacteria were Salmonella Typhimurium UK-1 ATCC
68169, Escherichia coli BAC 49LT ETEC (enterotoxigenic), EHEC
(enterohemorrhagic) and EPEC (enteropathogenic), isolated from food outbreaks. The

cultures were stored in a freezer -20°C.

Screening for antagonistic activity againt Escherichia coli and Salmonella

Typhimurium

Screening for antibacterial activity of enterocin was performed according to a
previously described method by Ogaki et al. (2016). The LAB strains were streaked on
plates containing BHI agar (Himedia) and were incubated at 37°C for 24 h. The plates
were inverted to receive 1 ml of chloroform in the plate covers and remained closed for
20 min. The residual chloroform was evaporated by opening the plates. Through the
pour plate method, E. coli sorovars ETEC, EPEC, EHEC and Salmonella Tiphymurium
(108 cells/ml) were inoculated into soft BHI agar (0.8%) and was poured into the LAB
plates forming an overlay. The plates were incubated at 37°C for 24 h. The sensitivity

of the strain in question was evaluated by checking for clear zones around the spots.
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Determination of bacteriocin production and antimicrobial activity

The cell free supernatants (CFS) of the isolates previously select, followed as
described by Tomé et al (2009), with modification. Preparation of cell-free supernatant
(CES) isolates were cultured in Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (Acumedia- Neogen)
broth medium at 37 °C for 18 h. Cultures were adjusted to 0.5 McFarland standard in
MRS broth at pH 6.2 following incubation at 37 °C, 180 rpm for 24 h. The respective
CFS was obtained by centrifugation at 12,000xg for 15 min, neutralization with 1 M
NaOH to a pH of 6.5, and filtered through a 0.22-um filter (Millipore). The CFS was
stored at -20°C.

The antimicrobial activity of CFS was confirmed in agar well diffusion assay
(AWDA). In the AWDA, 30 uL of the CFS were deposited in 5 mm wells on the BHI
agar plates containing E. coli sorovars or Salmonella Tiphymurium in the concentration
of 1x108 CFU mlL. Finally, the plates were incubated for 24 h at 37 °C and after this
period the inhibition zones were detected by clear region around the well, in which halo

was measured. Each determination was carried out in duplicates.

Antagonic action of enterocins against planktonic Escherichia coli and
Salmonella Typhimurium cells

Antagonistic action of enterocin on target bacteria was performed according to
microtiter plates (TOBA et al, 1991); 100 uL of bacterial inoculum (1x108 CFU / mL)
were transferred to the polystyrene microplate along with 100 uL of each enterocin (in
CFS), incubation occurred at 37 °C for 6 and 18 h and the results were measured by

optical density at ODsaonm .

Activity of enterocin on preformed biofilm

The activity of enterocin on biofilm formation was quantified in a microtiter plate
assay according to Camargo et al. (2016), with modifications. Briefly, overnight culture
of the indicator bacteria were adjusted to 0.5 McFarland standard in BHI and 100 pL
transferred to a 96- well polystyrene microtitre with addition of 100 pyL of CFS of each
indicator bacteria, and the plates were incubated at 37 °C for 24 h. For the control,
100 pyL of MRS broth was added to each well. After incubation culture media were
discarded, and the wells were washed with NaCl (0.85%) three times to remove

nonattached cells, and 100 uL of enterocins produced by the isolates MF2, MF5 and
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L3 were added and maintained for 6 or 18 hours. The inhibitory activity of on
developing biofilm was determined based on determination of biofilm biomass. For this,
after incubation, the enterocin were discarded, and the wells were washed. Cells were
fixed by addition of 200 pL of methanol (Synth) for 15 min. Then, crystal viotet (1.0%
solution) was added and after 15 min, the plates were washed with NaCl (0.85%). After
drying, 33% acetic acid for 20 min was added to solubilize the crystal violet. The
absorbance was measured at ODssonm in spectrophotometer (Biotek EL808). Anti-
biofilm activity was presented as percentage of biofilm reduction compared to control
(biofilm without CFS exposure). For each strain, the experiment was performed in

triplicate with three replicate wells per microtitre plate.

Determination of synergistic activity between combined enterocins

The study of the interaction between enterocins was performed by the Statistical
Method of Simplex - Centroid blends with internal points, where X1, X2 and X3 refer
to MF2, MF5 and L3, respectively. Statistica 10.1 software was used. For this, an
antagonistic action of enterocin on target bacteria was performed according to
microtiter plates (TOBA et al, 1991).

Fluorescence microscopy analysis

Fluorescence microscopy analysis was done to observe cell death of the E. coli
and Salmonella following addition of CFS-containing enterocin on developing biofilm
and on preformed biofilm on coverslips (13mm). The coverslips were washed twice
with PBS and incubated for 15 min at room temperature in the dark with 30 pg/ml of
fluorophores propidium iodide (PI) (Sigma-Aldrich, Germany) in PBS (Johson and
Criss, 2013). After incubation the staining solution was aspirated, the coverslips were
washed in PBS and biofilms were observed using an epifluorescence microscope

(Zeiss, Germany). The cells with reddish color were considered not viable.

Statistical analysis

The results are expressed as Optical Density (OD). The data were analyzed by
analysis of variance (ANOVA) followed by T-Students with the level of significance p <
0.05.
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RESULTS

The antagonistic potential of 9 bacterial isolates, previously identified and
characterized as belonging to the lactic acid bacteria group (LAB) and bacteriocin
producers (GIAZZI, 2017) was evaluated. In our tests we performed platelet
antagonism experiments against Escherichia coli serotypes ETEC, EPEC, EHEC and
Salmonella Typhimurium for initial screening (Table 1). The diameter of the inhibition
halos were measured between 6 to 17 mm, classified as weak, medium and strong

inhibitors.

Table 1. Antagonistic activity of the isolates Bacteria Lactic Acids against Salmonella

Typhimurium and Escherichia coli serovars.

LAB isolate Salmonella —pyec Eppc ETEC
Typhimurium

Enterococcus sp. F4-2 ++ ++ + -

Enterococcus sp. | + - +++ ++
Lactobacillus rhamnosus K1 + - ++ ++
Enterococcus durans K5 - ++ + +
Enterococcus faecium K6 + + +++ -

Enterococcus sp. L3 + +++ ++ ++
Enterococcus durans MF2 ++ +++ ++ +
Enterococcus durans MF5 ++ +++ + ++
Pediococcus pentosaceus P + - ++ +

(-) not inhibition; Halos: (+) 6 mm / weak; (++) 7 to 16 mm / medium; (+++) 217 mm / strong;
EHEC - enterohemorrhagic Escherichia coli; EPEC - Enteropathogenic Escherichia coli; ETEC
- enterotoxigenic Escherichia coli.

Enterococcus sp (L3), Enterococcus durans (MF2) and E. durans (MF5) were
selected for inhibiting concomitantly all target bacteria tested and presenting medium
to strong inhibition halos. In previous studies, these isolates were characterized with
the presence of two or more genes expressing enterocins. MF2 isolate has entA and
entB genes; MF5 has entA, entB and entX gene, both isolated from cheese; the L3
isolate is derived from milk and has the entA and entB gene. Enterocin from isolates
MF2, MF5 and L3 were obtained from the crude cell culture, treated with catalase and
pH adjusted to 6.5, to exclude possible inhibition by acids and peroxides, and in the
seqguence we proceeded with the inhibitory confirmation of enterocin on the indicator
bacteria by the AWDA technique. We emphasize that the enterocin present in the CFS
did not undergo any process of concentration or purification, nor did we quantify its

presence in the medium.



32

The OD values of the inhibition of the MF2, MF5 and L3 CFS on planktonic cells
and biofilm of the indicator isolates are presented in Figure 1. The biofilm formation
results of the indicator isolates were ranked according to the classification of
Stepanovic et al (2000), being classified as weak tracer for Salmonella Typhimurium
and EHEC, and moderate tracer for EPEC and ETEC.

The inhibition of planktonic cells was confirmed after 6 and 18 hours of
incubation, however, the inhibitory action varied between the microorganisms and
incubation time. In the first 6 hours of incubation there was a significant decrease in
the cellular development of all the target microorganisms; at 18 h, we observed that
enterocin from the L3 isolate significantly reduced the cellular development of all
bacteria tested (p<0.05).

Biomass of Salmonella Typhimurium, EHEC, EPEC and ETEC preformed
biofilm was inhibited by the addition of all four enterocin producing enterococci,
however, only—with 18h of incubation. On the other hand, at 6 h of incubation there
was no difference in the measurement of biofilm, showing an increase in the formation

of these depending on the enterocin applied.
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Figure 1. Effect of enterocin on cell-free supernatant (CFS) from Enterococcus sp
(L3), Enterococcus durans (MF3) and E. durans (MF5) on planktonic cells (A,B) and
preformed biofilm (C,D) at 6 and 18 h incubation. Asterisk represent significance level
p<0.05

It was noteworthy that there was a distinct action between the enterocins tested
against the indicator bacteria, when they were in free form and in biofilm. These data
suggest that these enterocins affect the cells differently and can be used in
combination.

Later in our study, the interaction of the three CFS against the four indicator
pathogens was evaluated. The evaluation was done by mixing planning, where the
results gave rise to the response surface that has as components all possible binary
interactions, and ternary interactions (Figure 2). However, little synergistic action was
observed when combining the MF2 and MF5 enterocines when tested against

Salmonella and EHEC. For the other isolates, no synergism was observed.
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Figure 2. Response surface of the mixture planning for evaluation of synergistic activity

among enterocin against: (A) Salmonella Typhimurium; (B) EHEC; (C) EPEC and (D)

ETEC
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The images obtained by the fluorescence microscopy confirmed the reducing
viability of development biofilm and preformed biofilm of Salmonella Typhimurium,
EHEC, EPEC and ETEC exposed to CFS-containing enterocin (Figure 3). In the
absence of enterocin (control) it can be observed a reduced amount of dead cells
compared to treated biofilms, while the addition of CFS on preformed biofilm resulted

in grouping of cells and a larger number of dead cells (reddish color)

Control MF2 MF5 L3

Salmonella Typhimurium

Escherichia coli (EHEC)

Escherichia coli (EPEC)

Escherichia coli (ETEC)

Figure 3 . Fluorescence microscopy images 1000x. Anti-biofilm activity of enterocin
MF2, MF5 and L3 (cell-free supernatant). Preformed biofilm, stained with propidium

iodate. The reddish fluorescence labelled cells with damaged membranes.
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DISCUSSION

Consumer quest for healthy foods has increased the demand for natural
preservatives rather than chemical additives. Preservatives must meet certain cri/teria
to be considered natural, such as low toxicity, stability during processing and storage,
low concentration efficiency, and no deleterious effects on economic and food viability.
In this context, the bacteriocins (JEEVARATNAM et al, 2005) are the most common

criteria.

In this study, enterocins were present in crude CFS produced by three
Enterococcus isolates. MF2, MF5 and L3 were counted against Gram negative
bacteria Salmonella Typhimurium and E. coli ETEC, EPEC and EHEC serotypes. In
general, all CFS showed inhibitory activity, varying in intensity between the indicator
isolates and the time tested, thus being considered a dependent (cell-time dependent)
condition (Figure 1).

The use of Enterococcus species in food, in contrast to other LAB species,
remains to be clarified. In fact, some species were implicated in several infections
(KAYSER, 2003), however, Khan et al (2010) and Franz et al (2011) reported their use
in fermented foods and also as bioprotective limit the development of food-borne
pathogens and deteriorating microorganisms.

Only two bacteriocins produced by lactic acid bacteria (LAB), nisin and
pediocin, are commercially used as food preservatives (PEREZ et al, 2014). However,
these bacteriocins are not usually active against Gram-negative bacteria (CALO-MATA
et al, 2008; HAMMAMI et al, 2010). Therefore, there is a need to characterize other
bacteriocins produced by other LAB genera and to elucidate their potential application
in food safety.

Enterococcus isolates evaluated showed more than one gene for the
expression of enterocins. Still, these bacteriocins were characterized as to their protein
characteristics, having their action inhibited after the action of proteolytic enzymes.
They also presented thermal resistance, maintaining their antagonistic action even
after treatment at 100°C for 20 minutes (methodology and data not shown). These data
suggest that the enterocines MF2, MF5 and L3 belong to group Il, according to
classification proposed by Cotter et al (2013). Enterocin-containing CFS was also
treated with catalase and pH adjusted to discard the possible action of acid and carbon

dioxide, as described by Jeenes et al. (2000).
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In addition, the fact that enterocines are inactivated after treatment with
different proteolytic enzymes (trypsin and chymotrypsin) indicate the potential use as
food preservatives, since they can be inactivated in vivo and are not intended to affect
host intestinal flora in case incorporation into food.

Satisfactory inhibition against planktonic cells of Salmonella and E. coli has
been demonstrated, even enterocin being diluted in the culture medium. We also
observed a synergistic interaction between the enterocines MF2 and MF5 for some
indicator microorganisms. Although these results are interesting, new analysis
strategies are needed to confirm synergism.

These results differ from several authors, who reported the difficulty of
inhibition against Gram negative bacteria. Ahmadova et al (2013) and Acufia & Barros-
Veldzquez (2015) did not observe an inhibitory effect of purified enterocins against
strains of E. coli and Salmonella. Alakomi et al. (2003), Schrodter et al. (2008) and
Yildirim et al. (2014) reported the antagonistic action of enterocin KP against E. coli
0157: H7 and Salmonella only when it was combined with EDTA or sodium
tripolyphosphate. These studies differ from the results obtained in these experiments,
where the action of the enterocin MF2, MF5 and L3 on the Salmonella isolates and E.
coli serotypes without addition of ion chelator was observed. This indicates that
enterocins produced by our isolates have more satisfactory inhibitory activity.

One of the hypotheses of the difficulty of action of bacteriocins against Gram
negative bacteria is the presence of LPS (lipopolysaccharide) anchored in the outer
membrane of the microorganism (FURTADO, 2010; ANANOU et al, 2010; MUNOZ et
al, 2007). The outer membrane acts as a permeability barrier to the action of
antimicrobial compounds, preventing the penetration of bacteriocin and making it
difficult to bind to the site of action (YETHON & WHITFIELD, 2001).

For several decades, biofilm formation in the food industry has attracted a
great deal of attention, mainly by pathogens such as Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, pathogenic Escherichia coli, Campylobacter spp., Bacillus cereus
and Staphylococcus aureus (CHMIELEWSKI & FRANK 2003; YARON & ROMLING,
2014).

The isolates used in the experiments were presented as weak and moderate
biofilm builders, as ranked by Stepanovic et al (2000). However, the action of the
enterocines MF2, MF5 and L3 was independent of the ranking presented by the

isolates. Enterocin was deposited after the biofilm formed, and after 6 and 18 h the
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total biofilm biomass was evaluated. The results showed that the action was time
dependent and not the biofilm forming profile, and the best action of the enterocin
occurred with 18 h of contact with the cell.

Our results, no synergistic inhibitory action was observed between the three
CFS containing enterocins, only binary synergistic interaction between MF2 and MF5.
Others, show that the use of nisin and na enterocin combination toward L.
monocytogenes strain required four-fold less nisin and enterocin, showing a novel
strategy to fight against food pathogens (AL-SERAIH et al, 2017). An alternative would
be to test the synergistic action between different classes of bacteriocins, for example
enterocin (class Il) and nisin (class I).

This study allowed us to show the effective action of enterocin against planktonic
cells and biofilm of E. coli and Salmonella. Still, it allowed us to show a small synergistic
action among the tested enterocines. Regardless of this, our results show very
promossores, since our tests were carried out with enterocin diluted in the supernatant
of the culture medium. We imagine that the concentration and purification of the same

will bring us even more expressive results in the reduction of food pathogen.
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6 CONCLUSAO

O CFS bruto dos isolados MF2, MF5 e L3 apresentaram atividade inibitoria
contra células planctbnicas, variando a intensidade entre as patégenas e os tempos
testados. Devido ao seu espectro de agdo, que se estende as Gram negativas, as
enterocinas estudadas oferecem pontencial ao uso como conservantes em alimentos,
em substituicdo a nisina.

Nao foi observado acdo inibitoria sinérgica entre os trés CFS contendo
enterocinas, apenas interagao sinérgica binaria entre MF2 e MF5.

A acao contra o biofilme formado foi observada em 18h; em 6h ndo houve
reducdo da biomassa total

Os resultados obtidos neste trabalho servem de base para futuros
experimentos, como a concentracdo e purificacdo das enterocinas estudadas, 0 uso

em sinergismo com sanitizantes de uso industrial.



