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RESUMO

O género Lactobacillus € encontrado no trato intestinal de humanos saudiveis ¢
animais, como também em vegetais fermentados, produtos cdrmeos, vinhos e cervejas. Por
outro lado, € largamente utilizado na preparagio de uma variedade de alimentos como
culturas “starter” em quetjos ¢ outros laticinios (BOTTAZZI, 1988). Além disso,

linhagens de Lactobacillus, #m sido isoladas como contaminantes em usinas de dlcool.

O género Lactobacillus € o que contém o maior nimero de espécies de bactérias
cido-l4cticas; € também o mais heterogéneo compreendendo espécies com uma grande
variedade de propriedades bioquimicas ¢ fisioldgicas. A heterogeneidade se reflete pela
extensdo do teor de mol% de G+C das espéeies incluidas no género que € de 32-53 mol%.

Linhagens de Lactebacillus fermentun:, isoladas de usinas de dlcool do estado de
Sio Paunlo foram caracterizadas através de técnicas bioquimica e molecular, através dog
perfis de fermentagdc de carboidratos e da técnica de RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA). A partir da amplificagiio de fragmentos de DNA, utilizando-se
“primers” arbitrdrios, foi possivel gerar “fingerprintings” através da técnica de RAPD,
capazes de discriminar entre linhagens da mesma espécie, permitindo 0 enquadramento em

grupos distintos com caracter{sticas em comum.

Através da andlise dos perfis de fe:{ne:magﬁe de carboidratos, observou-se a
formacio de grupos com caracteristicas proprias e que foram os mesmos grupos obtidos
através da técnica de RAPD, indicando portanto a existéncia de grupos bem definidos de
linhagens pertencentes ao género Lactobacillus que estdo presentes como contaminantes

de fermentagdo alcodlica,



ABSTRACT

| The Lactobacillus genus is found mainly in the intestinal tract of healthy humans and animnals, a8
well as in fermented vegetables, fleshy products, wines and beers. Nevertheless, it is largely used in
ésevﬁrai food preparations, for instance, as starter cultures for cheeses and other dairy products
Z(BO’I’I’AZZI, 1988). Strains of Lactobacillus genus have been isolated from alcohol industries.

The Lactobillus genus is the biggest one in the lactic-acidic bacteria group; it is also the most
heterogeneous group, which comprises species with a large variety of biochemical and physiological

properties. The heterogeneity is due to the high G+C content of species from this genus, 32 to 53 mol%.

- Lactobacillus fermentum sirains isolated from alcohol industries from S3o Paulo State were
characterized by biochemical and molecular techniques, such as carbohydrate fermentation profiles and
RAPD technique (Randomly Amplified Polymorphic DNA). Based on amplification of DNA fragments,
usmg random primers, the RAPD technigue provides fingerprintings, enabling to discriminate between
strains from the same species, besides it allows the formation of different groups with the same

. characteristics.

_ Through analysis of carbohydrate fermentation profiles, it was possible to observe the formation
of groups with their own features, which were the same group obtained through RAPD technique,
showing, therefore, the existence of well defined groups of Lactobacillus straing which are present as

aleoholic fermentation contaminants.




LiIntroducao

A produgiio de dlcool a partir de cana-de agicar enfrenta sérios problemas em
relacio a contaminantes, pois a matéria prima leva consigo, para dentro da inddstria uma
grande quantidade de microrganismos que podem fazer parte de sua prépria flora como
podem estar presentes na terra aderida aocs colmos, rafzes e folhas. Canas sauddveis
podem conter 10" a 10° bactérias/g e 10' a 107 fungos e leveduras/g (MAYEUX, 1960;
DUNCAN & COLMER, 1964).

TILBURY (1968), estudou a biodeterioragio da cana colhida e verificou o
aumento da populagdo microbiana, particularmente de lactobacilos, leveduras ¢ bactérias
acidéfilas, em relagio ao tempo de estocagem. Os microrganismos foram selecionados de
acordo com sua capacidade de deterioragdo, sendo os tactobacilos os principats, embora
algumas leveduras também tenham causado danos. A identificagdo de 80 lactobacilos,
mostron gue as espécies predominantes foram Lactobaciilus plantarum ¢ L. casei, que
juntamente com Leuconostoc mesenteroides se mostraram as bactérias mais frequentes

ap6s 10 dias de estocagem.

Um levantamento dos microrganismos na inddstria alcooleira do estado de Sdo
Paulo, indicou vérios géneros microbianos como contaminantes de mosto ¢ de domas,
encontrando os  géneros Lactobacillus, Bacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Staphylococcus, Streptococcus, Micrococcus € bactérias Gram-negativas, sendo que 63%
das espécies bacterianas isoladas eram do género Lactobacillus, € a espécie predominante
era Lactobacillus fermentum (GALLQ, 1989). A presenca de MICIorganismos
contarminantes em usinas de 4lcool € um fendmeno de grande importincia econbmica,

sendo que sdo necessdrias informagBes mais detathadas a respeito de sua idenuficagdo.

A identificagio em nivel de espécie do género Lactobacillus em particular, € ainda
fundamentada em caracteres fenotipicos e fisioldgicos (AXELSSON, 1993). Algumas

técnicas moleculares t8m sido empregadas com o objetivo de se obter uma classificagdo



polifisica, ¢ o que se tem encontrado € que hd relagiio entre os dados obtidos por

diferentes técnicas na identificagio dos microganismos estadados.

O objetivo do presente trabatho foi determinar caracterfsticas fenotipicas e
moleculares de linhagens de Lactobacillus fermentum isoladas como contaminantes de
fermentagfo alcodlica em usinas do estado de Sdo Paulo, usando-se a téenica de RAPD,

comparando-a aos seus perfis de fermentaciio de carboidratos.



2. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Taxonomia de Lactobacillus

O género Lactobacillus € encontrade no trato intestinal de humanos sauddveis e
animais, como também em vegetais fermentados, produtos cérneos, vinhos € cervejas, Por
outro lado, € largamente utilizado na preparagio de uma variedade de alimentos como

culturas cultura iniciadora em queijos e outros faticinios (BOTTAZZL, 1988}

O principal papel dessas bactérias na tecnologia de alimentos, consiste na produgdo
de fcido Mctico o qual inibe o crescimento de contaminantes, € confere sabor agraddvel,
além de ser facilmente metabolizado pelo corpo humano. Embora a fermentagBo lactica
fosse utilizada pelo homem quando ele inventou a escrita, levou-se muitos anos até que
Louis Pasteur reconhecen, em 1857 a natureza microbiana das fermentagBes lacticas
(STACKEBRANDT & TEUBER, 1988).

O género Lactobacillus € © maior dos géneros incluidos no grupo das bacténas
jcido-lécticas; € também o mais heterogéneo compreendendo espécies com uma grande
variedade de propriedades bioquimicas € fisiologicas. A heterogeneidade se reflete pela
extensio do teor de mol% de G+C das espécies inclufdas no género. Essa extensdo € de
32.53 mol%, que é duas vezes a extensdo comumente aceita para um Unico género
(PRIEST & AUSTIN, 1993). A heterogencidade ¢ o grande niimero de espécies sio
devidas a definigio deste género, que engloba basicamente qualquer bastonete Acido-
t4ctico. Com base em caracteres fisiologicos 08 Lactobacillus foram subdivididos em trés
grupos, que sio homofermentativo  obrigatdrio, heterofermentative facultativo ¢

heterofermentativo obrigatério.

O género Lactobacillus compreende mais de 50 espécies, € sua classificagio é
ainda fundamentada em caracteres fenotipicos ¢ fisiol4gicos, como perfi de fermentagao

de carboidratos e crescimento a certas temperaturas {AXELSSON, 1993).



2.1.1. Sistema API 50 CHL.

Testes tradicionais de fermentagdo de carboidratos para Lactobacillus, consistem
na verificagio da produgdo de dcido ¢/ou gs, inoculando-se a hinhagem a sex estudada
num meio de cultura basal que pode ser liquido ou semi-sélido, contendo o carbotdrato
teste e um indicador de pH (JENSEN & EDWARDS, 1991). Recentemente, “kits”
miniaturizados (como o sistema AP 50 CHL), foram desenvolvidos € tém sido usades na

identificacdo de linhagens de interesse (MACKEY et alii, 1993).

O sistema API 50 CH é um “kit” que compreende 49 diferentes carhoidratos
desidratados, distibuidas em galerias que sio preenchidas com meio de inoculagdo
apropriado para o microrganismo em estudo. £ um sistema usado em biotipagem,
raxonomia, identificagio e pesquisa. O meio de inoculagio é disponivel para grupos
especificos de MICTOrganismos como enterobactérias, Lactobacillus, Streptococcus €
Bacillus (ISON, 1987). Os resultados obtidos das leituras das galerias ap6s 24-48 horas,
dependendo do microrganismo ou do tipo de “kit”", s8o comparados com uma tabela de

identificagio (LOGAN, 19943,

O sisterna API 50 CHL (especifico para Lactobacillus), tem sido amplamente
utilizado na identficaglo de Lactobacillus de diversas origens ¢omao produtos cdrneos,

laticinios, vegetais e produtos de panificago (LEE & SIMARD, 1984).

A vantagem em se utilizar um “it” como o API 30 CHLL estd no seu longo prazo
de validade e na padronizagio de seu Preparo, evitando-5¢ assim discreplncias nos
resultados obtidos devidos ao prepard do meio basal (BAYA, 1991). Além disso, €
simples € ripido de inocular, e oferece resultados confidveis ¢ reprodutiveis (LOGAN,

1994).



2.1.2. Taxonomia Numérica de Lactobacillus.

Taxonomia nuraérica foi aplicada para bactérias pela primeira vez nos anos 50 com
o objetivo de classificar linhagens individuais em grupos homogéneos (espécies) com base
em grande quantidade de tipos de dados diferentes; auxiliando na distribuigio de espécies
semelhantes em grupos superiores (género, familia; ¢ usando os dados gerados para

melhorar esquemas de identificagio (SNEATH,1585).

A classificagio pela taxonomia numérica deve ser baseada em muifas
caracterfsticas, uma vez que a similaridade pode ser irreal quando se utilizam pouces
caracteres (SNEATH & SOKAL, 1973). Nesse ponto, difere da taxonomia cldssica que
elege poucas caracteristicas consideradas importantes (PRIEST & AUSTIN, 1993).

A taxonomia numérica tornou-se um método de uso comum e de sucesso para
classificagio e identificagio bacteriana. Apesar do valor e utilidade das t€cnicas numéricas,
alguns grupos de bactérias nfio mereceram a devida atencio. At dez anos atrds, existiam
poucos estudos para Lacrobacillus, que sdo bactérias economicamente importantes e
amplamente distribuidas em laticinios, bebidas fermentadas, sendo também encontradas em

associagdo com humanos, plantas € animais (PRIEST, 1985).

Através do emprego de taxonomia numérica ¢ agrupamento de linhagens
atilizando-se algoritmo, HAUSER & SMITH (1964) estudaram 59 lnhagens de
Lactobacillus isolados de queijo e 9 linhagens de referéncia, e obtiveram 5 grupos onde
alguns isolados foram agrupados em nivel de similaridade de 53% indicando
heterogencidade. BARRE et alii (1969), estudaram 65 linhagens isoladas de vinho onde a
maioriza das linhagens foi identificada como L.buchneri LABAN et alii (1978},
examinaram 190 linhagens isoladas de produtos cdrneos, usando sistema API 50 CHL, e

obtiveram grande nimero de linhagens que ndo puderam ser identificadas.



Mais recentemente, a taxonomia numérica foi empregada em vérios estudos para
identificar e agrupar Lactobacillus origindrios de virias fontes como alimentos e
fermentagio alcoblica, presentes como contaminantes de processos industriais (SHAW &
HARDING, 1984, HASTINGS & HOLZAPFEL,1987; GALLO, 1989; GRANT &
PATTERSON, 1991; DYKES ez a/if, 1994a; GOBBETTI, et alii, 1954),

Devido a diversidade de espécies ¢ variag@o fenotipica presente no génerg,
inconsisténcias no sistema de classificagio levaram a problemas na sistemdtica desse
grupo. Referfncias a Lactobacillus “atipicos” foram indicatives de que ocorreram
problemas e divergéncias entre o que foi descrito como tipico na literatura e o que fo"x

encontrado na pratica (HASTINGS & HOLZAPFEL, 1987).

O emprego de métodos numdéricos e agrupamento de linhagens no estudo
taxondmico de Lactobacillus, esclareceu um pouco esse quadro, pois possibilitou a
divisio dos Lactobacillus estudados em grupos bem definidos. {sso evira a necessidade do
termo “atipico” que foi usado para descrever Lactobacillus nio identificados com espécies
descritas. O agrupamento permitiu a selegio de linhagens representativas para estudos, os
quais levaram a un melhor entendimento do papel de diferentes tipos de Lacrobacillus
presentes como contaminantes (SHAW & HARDING, 1984).

Usando a estratégia de taxonomia numérica ¢ agrupamento, GRANT &
PATTERSON (1991), agruparam Lactobacillus contaminantes presentes em alimentos em
nivel de similaridade de 95%, sendo que essas linhagens estavam associadas com uma
linkagem tipo em nivel de similaridade de 83%. A maioria das linhagens de referéncia no
foi agrupada com os isolados, embora linhagens de referéncia isoladas de diferentes tipos
de alimentos tenham sido incluidas. Isso significa que a identidade de um certo ndmero de
linhagens permanece incerta; visto que esses Lactobacillus contaminantes presentes em

alimentos possuem caracteristicas préprias e formam um grupo em particular.

DYKES ¢t alii (1994a), também encontraram Lactebgcillus atipicos presentes
como contaminantes em alimentos; ¢ embora muitos métodos simplificados de

identificacfio tenham sido desenvolvidos, enconirou linhagens que ndo se ernjuadraram em




nenhum grapo. Ainda que os isolados tenhamn sido agrupados em grupos bem definidos,

poucas linhagens de referéncia foram agrupadas nesses grupos.

GOBRBETTI er afii (1994), com © objetivo de selecionar culturas iniciadoras,
agruparam espécies de Lactobacillus construindo grupos, e observaram que linhagens
identificadas como espécies diferentes foram colocadas nom mesmo grupo em nivel de
91% de similaridade. Devido &s semelhangas bioquimicas ¢ fisiol6gicas entre as espécies,

os autores sugeriram que estudos genéticos deveriam set realizados para identificd-las.

Esses resultados indicaram a existéncia de grupos bem definidos de linhagens de
Lactobacillus presentes numa variedade de substratos, 0s quais, para o €aso de culturas
cultura iniciadora, poderiam ser mais efetivos que linhagens origindrias de laticinios
(SANZ et alii, 1988), pois essas linhagens podem ser mais competitivas durante 2
fermentagio ¢ também podem produzir bacteriocinas que auxiliariam na preservagdo dos

alimentos (SAMELIS er alii, 1954},

2.2, Caracterizagio Molecular de Lactobacillus.

Apesar da identificagao de Lactobacillus ser baseada em caracteristicas morfo-
fisiolégicas, como dito anteriormente, & comum surgirem problemas técnicos que
dificultam 2 interpretagio dos resultados abtidos, como por exemplo quando O
crescimento bacteriano ndo € suficiente para degradar o substrato que estd sendo testado,
dificultando assim a interpretagdo dos resultados. Além disso, algumas caracteristicas sio
instéveis, apresentando variagbes decorrentes do meio de cultura utilizado. Assim, téenicas
moleculares tém sido empregadas no estudo de Lactobacillus (Le JEUNE & LONVAUD-
FUNEL, 1994).



2.2.1. Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP).

A técnica de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), consiste na
clivagem do DNA gendmico com endonucleases de restrigio que quebram a molécula em
sitios especificos. O nimero e a localizagio desses sftios so Gnicos para cada genoma, ¢
portanto, o perfil dos fragmentos obtidos também € tnico. Esses fragmentos, 08 guais
podem ser 50 ou mais, formam um perfil de restrigio especifico para um determinado
organismo (LOGAN, 1994), Essa écnica ¢ simples e rdpida e requer pouca guantidade de
DNA, podendo ser aplicada no estudo taxondmico de Lactobacillus (MANACHINI et
alii, 1983; STAHL ez alii, 1990, 1994 a-b).

A técnica de RFLP possui a vantagem de ser tecnicamente mais facil que outras
técnicas moleculares, e tem boa capacidade de resolugio em nivel de género ¢ espécie, se
comparada com homologia DNA-DNA. O problema da técnica de restrigio de DNA
consiste no fétc: que os dados obtidos nfo sdo expressos por nimeras, como € a técnica de
homologia DNA-DNA. Entetanto, essc problema pode ser resolv ido com o uso de andlise

rnatemdtica para os perfis obtidos (STAHL et alif, 1990).
2.2.2. Hibridizagio.

As reagbes de hibridizagio (homologia DNA-DNA) utilizam a capacidade das
moléculas de 4cido nucleico de formarem fita dupla e manterem-se unidas por pontes de
hidrogénio. Quando as pontes de hidrogénio sio rompidas, por calor ou aumento de pH,
ocorre a desnaturacio da molécula de DNA. Se € incluida outra fita de DNA ¢
restabelecidas as condigdes normais de pH e temperatura, as fitas podem se anelar com
uma sequéncia complementar que estava presente na molécula original desnaturada

(LOGAN, 1994).

As reacbes de hibridizagdo ndo sio apropriadas para espécies que ndo sao
altamente relacionadas (STAHL er alii, 1990). E uma técnica que permite justificar se duas
linhagens pertencem a espécies diferentes ou ndo (KAGERMEIER-CALLAWAY &



LAUER, 1995), revelando grupos genotipicos obtidos quando comparados com linhagens
de composigao de bases semethantes (TAKIZAWA e glii, 1994),

STAHL ez alii, (1990, 1994 a-b), separaram linhagens de diferentes origens através
de restrigio de DNA associada a andlise matemdtica e identificaram linhagens como
Lactobacillus rewteri, Lfermentum e Lplantarum. Quando essas estirpes foram
hibridizadas com linhagens tipo, exibiram homologia superior 3 70%. Assim, linhagens de
Lactobacillus que obtiveram mais de 70% de similaridade através de homologia DNA-

DNA com uma linhagem tipo foram identificadas.

RFLP pode ser simplificada pela seleg@o de certas bandas por hibridizagio com
uma sonda especifica € assim, pode-se comparar um nilznero menor de bandas, geralmente
de 5-20. As linhagens podem entio ser comparadas com base nesse novo perfil (PRIEST,
1993). O perfil que se obtém permite a diferenciagio de espéeies, subespécies e linhagens
individuais (CASTELLASS ez alii, 1993).

A seleglo de certas bandas também pode ser feita com o uso de DNA do fago
M13, que ¢ usado como sonda devido & presenca de uma sequéncia de 15 pares de bases
repetidas consecutivamente (“in tandemn”). Com essa sonda € possivel comparar espécies e
linhagens estritamente relacionadas ou taxonomicamente distantes; enquanto sondas
espécie-especificas sdo restritas a espécies definidas. Em refagio & téenica de restrigio de
DNA, esta possui a vantagem de analisar o genoma total , mas o niimero de bandas é
menor, facilitando assim a interpretagio quantitativa dos resultados. Essa técnica permite a
identificagdo de Lactobacillus em nivel de espécies, subespécies e Iinhagéns; £ em
combinagdo com outras técnicas moleculares pode levar ao desenvolvimento de novos

esquemas de classificagdo (MITEVA ez alii, 1992).
2.2.3 Ribotipagem,

QOutra técnica molecular amiplamente utilizada € a rbotipagem. Esta técnica baseia-
se em perfis gerados 2 partir dos genes que codificam para RNA ribossomal, foi aplicada
para diferenciar linhagens de Lactobacillus (RODTONG & TANNQCK, 1993). E uma



técnica ripida e sensivel para caracterizacio de linhagens em nivel de espécie ¢ subespécie,
e tem sido aplicada por causa da grande variagio intraespécie obtida pelos perfis. Além da
capacidade de discriminagio do método poder diferir para diferentes endonucleases de
restri¢iio, a ribotipagem pode também ser aplicada utilizando-se como sonda o3 genes 35,
168 ou 23S (STAHL er alii, 1994 b).

RODTONG & TANNOCK (1993), diferenciaram 54 linhagens de Lactobacillus
usando ribotipagem, obtiveram ribotipos idénticos para duas linhagens que haviam sido
identificadas como espécies diferentes {L.acidophilus e Lfermentum ) por taxonomia

cldssica

O métode mais especifico ¢ gque fornece mais informagbes para identificar
microrganismos € 0 sequenciamento, que determina a sequéncia precisa de nucleotideos de
determinadas regides do cromossomo. Genes conservados so sequenciados para
gstabelecer a posigdo de microrganismos num esquema taxondmico global; enquanto
genes menos conservados podem ser usados para distinguir entre organismos individuais
que sio estritamente relacionados (TOWNER & COCKAYNE, 1993).

Porém é um método techicamente dificil ¢ exige trabatho intenso (STAHL et alii,
1990). Essa técnica associada com dados fisiolégicos permite ¢ desenvolvimento de uma
estratégia geral para caracterizar novas espécies de Lactobacilius, pois separa espécies
que niio podem ser diferenciadas através do perfil de fermentaglio de carboidratos. Outra
aplicago € desenvolver sondas para uma répida identificagao de espécies desconhecidas e
de interesse (VOGEL et alif, 1994),

A énélise de perfil de plasmidios é uma tcnica aplicada para caracterizar bactérias;
entretanto, a falta de estabilidade dos plasmidios por wm longo tempo para algumas
linhagens em particular, pode ser sua maior desvantagem (TOWNER & COCKAYNE,
1993). Mesmo assim, permite distinguir entre linhagens de Lactobacillus dentro de uma
determinada espécie (TANNOCK et alii, 1990 e 1992).
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2.2.4. Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD).

A técnica de RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNAJ consiste na
amplificacio de sequéncias de DNA usando-se “primers” escolhidos sem o prévio
conhecimento das bases a serem copiadas. Assim, esse método nio requer conhecimento
prévio da biologia molecular dos organismos a serem estudados, € pode portanto ser
aplicado a qualquer espécie. A técnica de RAPD também nde requer determinado
“primer” em particular, e pesquisadores de diferentes laboratérios podem escother uma
séric padrdo de “primers” ¢ os resultados obtidos podem ser comparados entre diferentes
laboratérios (WELSH er alif, 1990},

A técnica consiste no anelamento do “primer” com o DNA alvo em ciclos de
amplificagiio a baixa estringéncia (especificidade), resultando em produtos de amplificagio
que s3o caracteristicos de um pgenoma em particular e denominado “fingerprinting”
(WELSH et alii, 1950; WILLIAMS er alii, 1990). Essa técnica evita muitos problemas
encontrados por outras técnicas moleculares, porque € uma téenica ripida e simples de ser
executada. Sua alta capacidade discriminatdria € Gtil para estudos epidemioldgicos, mais
especialmente para investigar fonte de infecgBes; para relacionar isolados de origens

diferentes ¢ identificar isolados diferentes de mesma origem (BARBUT et afii, 1993).

Porém, um alto nivel de padronizagio e controle interno sdo necessdrios para se
obter perfis reprodutiveis de DNA. H4 muitos parfmetros nos quais pequenas mudangas
alteram os perfis (NIEDERHAUSER er alii, 1994). Apesar do conceito da técnica ser
simples, esses parimetros devem estar dentro de limites 6timos para reprodutibilidade; isto
€, concentragdes adequadas de DNA, magnésio, “primer” ¢ enzima, assim como nimero
de ciclos (BASSAM er alii, 1992).

Variando-se a sequéncia e o tamanho dos “primers” usados para RAPD, pode-se
obter um ndmero iimitado de comparagBes possiveis entre os perfis, aumentando assim
seu poder discriminatério (SANDERY er afii, 1994).
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Quanto & reprodutibilidade da técnica, RASMUSSEN er alii (1994) testou o
mesmo experimento em guatro diferentes termociclizadores, cada um com temperaturas
diferentes, porém localizados no mesmo laboratério, & obteve perfis idénticos. Isso indica
que a temperatura em geral ndo € um pardmetro critico. Entretanto quando ele testou as
mesmas linhagens em outro termociclizador de outro laboratério € com reagentes desse
laboratério, os perfis obtidos foram muito diferentes. Nesse Caso, muitos fatores como

dgua, reagentes de lise ¢ amplificacdo interferem na reagio.

O perfil de RAPD de DNAs obtidos por centrifugaciio exibe diferengas quando
comparado com o perfil de DNAs obtidos por coleta em bastio de vidro (MICHELI e
alii, 1994; ABED et alii, 1993).

Dependendo do “primer” empregado, a andlise do perfil de DNA resulta em
diferentes niveis de discriminagfio entre linhagens de Campylobacter, ¢ permite correlagdo
dos resultados obtidos com sorotipagem para diferenciar linhagens pertencenies a0 mesmo
sorotipo. Os resultados de RAPD nic dependem da expressdo de genes, e refletem
diretamente a presenga de sequéncias polimdrficas no DNA (MAZURIER et alii, 1992).

Pode-se comparar a técnica de RAPD com outras tcnicas, moleculares ou nao

{como por exemplo, sorotipagem) ¢ observar suas vantagens em relacio a elas.

RAPD aplicado a linhagens de Legionella prewnophila é mais discriminatério que
RFLP, porque permite distinguir entre isolados que apresenfam O TNESMO perfil para
RELP: além disso é uma técnica mais rdpida e econdmica que elimina passos complexos

presentes na técnica de RFLP (SANDERY e alii, 1594).

RAPD permitiu a observagéo de uma linhagem epidémica, ¢ a discriminagio entre
Linhagens téxicas e ndo-téxicas de Clostridium difficile, podendo assim ser aplicado para
estudos epidemiolégicos; visto que sorotipagem € outras técnicas moleculares, como
andlise de plasmidios, RFLP e ribotipagem com sonda universal niio foram tio eficientes
(McMILLIN & MULDROW, 1992; BARBUT et alii, 1993).



A indéstria de biotecnologia frequentemente necessita identificar uma linhagem em
particular e discrimind-la das outras. As linhagens utilizadas em processos de produgao
sio muitas vezes protegidas por patentes, mas, como identificar wmna linhagem em
particular? Isso é um problema de caracterizagfio, e 2 técnica de RAPD fornece um
“fingerprinting” da linhagem de interesse (PRIEST, 1993).

A TABELA 1 mostra alguns microrganismos que foram caracterizados pela
técnica de RAPD.

TABELA I: Alguns microrganismos analisados através da técnica de RAPD.

Microrganismos Referéncias

Bacillus thuringiensis BROUSSEAU et atii, 1993

Bacillus sphaericus WOODBURN e alii, 1995

Campylobacter MAZURIER et alii, 1992

Clostridium difficile McMILLIN & MULDROW, 1992; BARBUT ef alii, 1993
Legionella pneumophila SANDERY er alii, 1994

Lactococcus lactis CANCILLA et alii, 19912

Listeria monocytogenes CZAIKA et alii, 1993; NIEDERHAUSER etalli, 1994
Listeria spp. FARBER & ADDISON, 1994

Streptococcus uberis JAYARAD et alii, 1991; CANCILLA ¢ alii, 1992
Enterococcus spp. JAYARAO & CLIVER, 1994

Yersinia enterocolitica RASMUSSEN et alii, 1994

RAPD € uma técnica que tem sido empregada com sucesso para diferenciar
linhagens de Listeria, e pode ter aplicagdo (til para Lactobacillus. Além do mais, permite
mais estudos comparativos entre as técnicas e possibilita a descrigdo de sistemas de

caracterizagiio para os Lactobacillus de maior interesse.

E necesséria a aplicagio de técnicas de caracterizagio para um grupo maior de
espécies ¢ meio-ambientes, assim como estudos sobre Lactebacillus contaminantes, A
importincia desse género na esfera industrial, humana e animal justifica o desenvolvimento

e implementagdo de técnicas de caracterizagio (DYKES & HOLY, 1994b).
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3, MATERIAL E METODOS

3,1. Linbagens Bacterianas,

As linhagens bacterianas estudadas foram fomecidas pela Colegio de Culturas da
Fundagio Tropical de Pesquisas ¢ Tecnologia “ André Tosello” (CCT). Suas procedéncias
encontram-se listadas na Tabela 2. As linhagens de Lactobacillus Yiofilizadas, fornecidas
peta CCT, foram isoladas como contaminantes de usings de agiicar e dlcool dos municipios
de Piracicaba (Usina Maodelo), e de Iaboticabal (Usina Santa Adélia), ambas do interior do
estado de Sdo Paulo. Foram estudadas linhagens tipo de L. fermentum, L. reuteri, L.brevis

e L. buchnert, e tarnbém Lactobacillus de outras colegbes de culturas.

As ampolas com amosiras liofilizadas foram reativadas em caldo MRS (Difco
Laboratories), DeMAN et alii (1960), incubadas a 30°C por 24-48 horas (KANDLER &
WEISS, 1986) e checadas quanto a sua pureza por esgotamento através de estrias em dgar
MRS ¢ coloragio de Gram. As linhagens foram congeladas a -80°C em caldo nutriente

contendo 10% de glicerol.

3.2. Caracterizagio Fenotipica.

3.2.1. Indculo das galerias de AP 50 CHL.

O sistema API 50 CHL {bioMérieux) foi usado para determinar a utilizago de 49
carboidratos, Esse sistema consiste de galerias contendo diferentes tipos de carboidratos
desidratados. As galerias 530 inoculadas com uma suspensao padronizada da linhagem de

interesse.
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As linhagens, apés reativagio, foram crescidas em MRS dgar a 30°C por 24-48
horas. As galerias do sistema API 50 CHL foram inoculadas segundo as instrugdes do
fabricante (FIGURA 1). As colSnias foram coletadas das placas de MRS 4gar ¢ suspensas
em 2 mi de solugiio salina 0,9% esterilizada, formando assim uma suspensio densa . Gotas
dessa suspensdo densa foram transferidas para § mi de salina esteritizada, ajustando-se sua
concentragio para o ndmero 2 da escala de Mc Farland. O dobro do ndmero de gotas
usadas para ajustar a salina de 5 mi foi adicionado a um meio liquido que foi distribuido
nas galerias de APL. As galerias foram seladas com Gleo mineral estéril (Nujol) e incubadas

a 30°C por 24-48 horas. Os resultados foram anotados com 24 e 48 horas de incubagao.

Lactobacillus em

MRS Agar
2mide
salina
1 gotas
.................. .

5 mi de
2n salina
gotas (2 McF)

AP S0 CHL

FIGURA 1: inoculagio no sistema API 50 CHL.

3.2.2. Analise numérica dos resultados de fermentacao de carboidratos.

Os resultados obtidos com a fermentagio de carboidratos foram submetidos a
andlise numérica (KOTZEKIDOU & ROUKAS, 1986; MOLIN et alii, 1993 ¢
JOHANSSON et alii, 1995), utilizando 0 coeficiente de similaridade de pareamento
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simples {Simy), proposto por SOKAL & MICHENER (1958). As linhagens foram
agrupadas em um dendrograma utilizando-se o algoritmo de UPGMA, “Unweighted Pair-
Group Arithmetic Average Clustering” (SOKAL & MICHENER, 1958).

TABELA: 2 - Linhagens de Lactebaciflug anatisadas.

Lirhagens Identificacio Procedéncia*
(LT e
1025 L. fermentum 3

1624 L. fermentum il

(3843 L, fermentum

1021 L. fermertum a

1409 L. fermentum b

139% L. fermentim b

1406 L. fermentum b

1413 L. fermernium b

1417 L. fermentum b

1412 L. fermentum b

1414 L. fermentum b

1384 L, fermentum b

1405 L. fermentum b

1057 L. fermentum a

1055 L. fermentum a

1357 L, fermentum b

1400 L. fermentum h

1410 L. fermenium b

1407 L, fermentum b

0839 L. fermentum CIP 53.163
1467 L. fermentum ATTC 9338
2571 L. fermentzw1T ATCC 14931
1033 L, fermentum ! L. reuteri ** a

1035 L. fermentum 1 L. reuteri 4

1006 L. fermentum a

1013 Lactobacitlus sp. a

1014 Lactobacilius sp. a

1016 L fermentum a

1619 L. fermenium a

1022 L. fermentum a

1524 L. fermentum a

1037 L fermentum [ L. reuteri a

1033 L. fermentum | L. reuteri a

1039 L fermentum ! L. reateri | L. brevis | L. buchneri ¥%* a

1040 L. fermentum L. reutere a

1042 L fermentum /! L. rewteri a
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TABELA 2 (cont.),

Linhagens Identificacio Procedéncia*
O
143 L, fermentum | L. reuteri a

1346 L. fermentum /| L, reuteri 4

1047 L. fermentum ! L. reuteri a

1048 L. fermentum 4

1049 L. fermentum [ L. rewteri | L. brevis | L. buchneri a

1350 L. fermenngn [ L. reuteri | L, brevis 7 L. buchneri a

1052 L. fermmentan [ L. reuteri | Lbrevis | Lbuchneri a

1653 L. fermensm a

1054 L. fermentum / L. reuteri | L. brevis | L. buchneri a

1060 L. fermentum | L. reuteri | L. brevis { L. buchneri a

3433 L reuteri’ : JICM 1112
3746 L. buchneri® JCM 1115
3745 L. brevist JCM 1059
3434 L. fermentum JCM 1173
1684 L, fermentum

1399 L. fermentum h

4470 L. fermentum JCM 2767
4402 L. fermentum JCM 2761
1385 L. fermennim b

4403 L. fermenmm JCM 2766
1343 Lactobaciitus sp.

1387 L. fermentum b

4398 L. fermenmum JCM 1137

a = Usina Modelo {Piracicaba-1985),
b = Usina Santa Adélia (Jaboticabal-1989).

T = Linhagem tipo.

* CCT, Colegio de Culmras Tropical, Fundagfio de Pesquisas ¢ Tecnologia “André
Tosello”, rua Latino Coelho, 1301, CEP 13087-010, Campinas, SP, Brasil: JCM, Japan
Collection of Microorganisms, The Institute of Physical and Chemical Research (Riken),
Wako, Saitarmna 351-01, Japan; ATCC, American Type Culture Collection, 12301
Parldawn Drive, Rockville, Maryland 20852-1776, U.S.A.; CIP, Collection de Bactéries
de L'Institut Pasteur, 25-28, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, France.

*¥ As linhagens foram designadas como L. fermentum /L. reuteri porque possufam caracter{sticas
das duas espécies, sendo que alio foi possivel concluir a qual espécic ela pertencia,

**% As linhagens forum designadas como L. fermentum / L. rewteri § L. brevis 1 L. buchneri

porque possufam caracterfsticas das quatre espécies, sendo que ndo foi possivel concluir a qual
espéeie ela periencia.
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3.3, RAPD.

3.3.1 Extragdo de DNA.

A lise e extragdo de DNA das linhagens de Lacfobacitlus foram fettas segundo a
técnica de YOUNG & BLAKESLEY (1991) modificada por COUTINHO et alii, 1993,
As linhagens de Lactobacillus foram crescidas em 3 ml de caldo MRS a 30°C por 24
horas. Os 3 mi de cultura foram coletados em tubos Eppendorf de 1,3 mi, centrifugados
em microcentrifuga (Sorvall MC 12V) por 4 minutos a aproximadamente 12.000 g ¢ 0,

sobrenadante descartado.

As células foram lavadas uma vez com tampdo Tris-EDTA pH 8,0 (Trs-HCI
{0mM, EDTA ImM), cengifugadas por 4 minutos a aproximadamente 12.000 g e o

sabrenadante descartado.

As células foram suspendidas em 100 pl de uma solugio de proteinase K (Sigma)
na concentragio de 100 ng/pl em Tris-EDTA pH 8,0, A suspensdo foi incubada em
banho-maria a 552C por 15 minutos ¢ em seguida foi incubada em banho-maria a 80°C por

mais 15 minutos para lise das células e inativagdo da proteinase.

Apbs a lise, a solugdo foi centrifugada por 4 minutos a aproximadamente 12.000 g

e o sobrenadante transferido para tubo Eppendorf de 1,0 mlL

3.3.2 Estimativa da concentracio de DNA,

A concentragio dos DNAs extraidos foi estimada visualmente através do método
de eletroforese em gel de agarose (MANNIATIS et alii, 1982), por comparagio com

amostras de DNA do fago lambda {(Promega).
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Para estimativa visual da concentragio de DNA dos lisados, foram aplicados 5 pl
de cada DNA em gel de agarose (,7% em tampiio tris-borato-EDTA (T.E.B.). Foi
acrescentade Ipl de uma soluggo de brometo de etidio 10 pg/pl. Cada amostra de bisado
ou do fago lambda, foi previamente misturada com 2pl de corante azul de bromofenol

{glicerol 50%, azul de bromofenol 0,25%; SAMBROOK, 1989).

TABELA 3: Tampdo tris-borato-EDTA (TEB.).

*T.E.B.
Trizma Base (Sigma) 0089 M
Acido Bérico (Ecibra) 0,089 M
EDTA 0,5 M, pH 8,0 200 uM
(Synth)
H:O destilada

As concentragbes de DNA do fago lambda utilizadas foram: 4,6 pg/ml; 9.2 pg/ml;
13,8 pg/ml; 18,4 ug/ml; 23 pg/ml: 32,2 pg/mil e 46 pg/ml.

A eletroforese foi desenvolvida por 1 hora em tampic T.E.B. 1x a 50 volts no
sistema GNA 200 (Pharmacia).

O gel foi observado em transiluminador ultravioleta (Chromato-Vue modelo TES-
40) e fotografado em filme Polaroid (preto e branco tipo 667}

333 RAPD.

Para a amplificagdo dos DNAs dos lisados foi preparada uma mistura de reagéo
(Tabela 4).
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TABELA 4: Mistura de reacio de RAPD.

Descricio 25 pl de reacio
Nucleotideos - dATP, dTTP, dCTP e dGTP (Promega) 0,2 mM cada
DNA polimerase - Super Taq (HT Biotechnology Lida.) 03U
Tampfio de reagio da enzima Super Taq 10x (HT Biotechnology 1X
Ltda.)
“Primer” UBC (University of British Columbia-Biotechnology 1 pM
Laboratory)
DNA 5 ng / reagio
H,0O deionizada q.8.p. 25 ul

Foi feita uma triagem inicial com 10 “primers”, dos quais dois foram selecionados
e usados em reagdes separadas para a caracterizagio das linhagens de Lactobacillus:

-UBC?2:5-CCTGGG CTTG-%

AUBC 5 5-CCT GGG CTG G-3

A mistura de reagdo foi preparada com todos 0s componentes descritos acima,
exceto o DNA, e aliquotas de 20 pl foram distribuidas em tubos Eppendorf de 200 pl para

PCR (Perkin Elmer). O DNA foi entdo adicionado a cada um dos tubos. No tubo controle,
o DINA foi substituido por 5 pl de dgua deionizada estéril.

As reagdes de amplificagio foram desenvolvidas em um ciclisador térmico

GeneAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer), segundo o programa da Tabela 3.

TABELA 5: Ciclos das reac0es de RAPD, (INNIS, 1990).

Ciclo 1 95°C - 2 minutos Desnaturagdo inicial
Ciclo 2 (30 vezes) 94°C - 30 segundos Desnaturagio

36°C - 30 segundos Anelamento

/ ramp 1 mnuto

72°C - | munuto Extensio
Ciclo 3 72°C - 3 minutos Extenséo final

Apés o término dos ciclos, os produtos de RAPD foram estocados a 4°C.
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Os produtos de RAPD foram separados por eletroforese em gel de agarose 1.2%
em tampdo T.E.B. 1X, Aliquotas de 5 pl de cada produto de RAPD foram aplicados no
gel ap6s serem misturados com 2 i de azul de bromofenol conforme descrito
anteriormente. A eletroforese foi desenvolvida em tampdo T.EB. 1X a 70 volts (sistema
GNA 200-Pharmacia), por 4 horas a temperatura ambiente. DNA do fago lambda digerido
com a enzima de restricio Bgll (Gibco BRL) foi utilizado como padrio de peso

molecular,

3.3.4. Anslise numérica dos padroes de RAFD.

As linhagens puderam ser comparadas através de uma padronizagio entre 0s géis ¢
célculo dos pesos moleculares usando-se como referéncia os fragmentos de DNA do fage
lamba digerido com a enzima de restrigao Bgll. Os perfis de bandas de cada reagiio foram
wranformados em peso molecular utilizado-se o programa Fletroforese (LEITE, A,
CBMEG, Universidade Estadual de Campinas, 380 Paulo).

A matriz de dados de auséncia/presenga de bandas de RAPD foi analisada através
do “software” RAPDistance (ARMSTRONG, J; GIBBS, A PEAKALL, A; WEILLER,
G.: Australian National University). Os padrbes foram comparados pelo coeficiente de

APOSTOL (1993), e um dendrograma foi construido,
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Caracterizacao Fenotipica.

O sistema API 50 CHL., inoculado com a linhagem Lacrobacillus fermentum CCT
25717 ap6s 48 horas de incubagio a 30°C € mostrado na FIGURA 2 (na realidade a cor
vermelha deveria aparecer como azul escuro, porém por motivos tEenicos relacionados a

fotografia ndo foi possivel obter tal coloragio).

Os perfis de utilizagfio de carboidratos das linbagens de Lactobacillus estudadas,
obtidos com a utilizagho do sistema API 50 CHL, sao apresentados na TABELA 6. O
dendrograma construfdo & partir da andlise de similaridade Simple Matching {Sgwy) dos
perfis de utilizagdo de carboidratos das linhagens encontra-se na FIGURA 3. Observou-se
a formagiio de t8s grupos, designados por A, B e C. Esses grupos foram definidos em
nivel de similaridade por volta de 50%, os quais agruparam 77,97% (46) das linhagens em

nivel de similaridade igual ou maior que 80%.

A linhagem tipo de Lfermentum CCT 2571 foi agrupada com a linhagem de
Lactobacillus sp. CCT 1039, em um subgrupo distinto das demais linhagens tipo de
Lactobacillus. Lbrevis CCT 37457, L.buchneri CCT 37467 e L.reuteri CCT 34337 ndo
foram agrupadas com as linhagens analisadas. Resultados semelthantes foram obtidos por
SHAW & HARDING (1984), DYKES et alii (1994a), BORCH & MOLIN, {1988} ¢
GRANT & PATTERSON (1991), em estudos de Lactobacillus contaminantes de
produtos cdmeos, onde oS microrganismos contaminanies ndo se agruparam com

linhagens tipo quando submetidos a andlise numérica.

O grupo A foi formado pelas linhagens de Lactobacillus CCT 1343, 1055, 1684,
1399, 1037, 1024, 1014, 1052, 1054, 1050, 1049, 1013, 1060, 1033 ¢ 1019. O grupo B
foi formado pelas linhagens 1387, 4398, 1385, 1409, 1398, 1397, 1410, 1415, 1417,



1406, 1384, 1403, 1414, 1407 ¢ 1412. O grupo C foi formado pelas linhagens 0845, 1022,
1021, 1043, 1035, 1046, 1047, 1057, 1016, 1029, 1006, 1040, 1042, 1053, 1048, 1038,
4420, 4403, 1025, 1300, 3745" (Lactobacitlus brevis), 3746" {(Lactobacillus buchneri),
3434, 1039, 257 ' (Lactobacillus fermentum), 3433" {Lactobacillus reuteriy, 4402, 0559
e 1467.

Todas as linhagens estudadas utilizaram esculina ¢ nfo produziram dcido a partir
de adonitol, D-fucose, D-lixose, dulcitol, eritritol, glicogénio, L-xilose, B-metil-xilosideo,
inositol, inulina, xilitol, e L-arabitol. As caracteristicas dos grupos A, B e C sdo mostradas
na TABELA 7,

Os perfis de utilizagdo de carboidratos das linhagens estudadas foram comparados
com a descricio das espécies de KANDLER & WEISS (1986), no Bergey's Manual of
Systernatic Bacteriology (1986) e os agdcares que diferiram nos perfis foram apontados
abaixo (DYKES e alii, 1954a).

O grupo A compreende os subgrupos 1, 2 ¢ 3. O subgrupo 1 € constituido pelas
linhagens de Lactobacillus sp CCT 1343 e Lactobacillus fermentum CCT 1055 gue foram
capazes de utilizar D-xilose, D-manose, N acetil glucosamina, amigdalina, arbutina,
esculina, salicina, celobiose ¢ P gentiobiose; e no foram capazes de utilizar lactose,

melibiose e D-rafinose.

O subgrupo 2 € formado pelas linhagens 1014, identificada como Lactobacillus sp:
1052, 1054, 1050 ¢ 1049 que fazem parte do grupo denominado de L. fermentum/L.
reuterilL. brevis/L. buchneri. Essas linhagens tiveram & mesma origem (Usina Modelo).e
apresentaram a mesma morfologia (bacilos Gram positivos isolados). Foram capazes de
utilizar glicerol, D-manose, ramnose, manitol, sorbitol, N acetil glucosamina, amigdalina,
arbutina, salicina, celobiose, trealose, melezitose, f gentiobiose ¢ D-turanose; € ndo se
agruparam com nenhuma linhagem tipo. Dentre todas as 59 linhagens estudadas, as
linhagens do subgrupo 2 foram os dnicos microrganismos capazes de utilizar glicerol,

exceto 1060, que foi agrupada com o referido grupo em nivel de similaridade inferior a
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80%. TALARICO et alii (1990) observaram que linhagens de L. reuteri nio sdo capazes
de utilizar glicerol como fonte de carbono, utilizando glicerol somente como um aceptor
alternative de hidrogénic duranie o crescimento sobre carboidratos disponiveis. A
propriedade de utilizar glicerol como fonte de carbono € rara em Lactobacillus, podendo
ser usada como caracter diagndstico (SHAW & HARDING, 1984). Lactobacitlus sp.
CCT 1049, 1052 e 1054 também foram as tnicas linhagens capazes de utilizar amido.
Esse resultado também foi encontrado por KHETARPAUL & CHAUHAN (1990a ¢
1990b)}, para linhagens de L.brevis e L. fermentum.

L. fermentum e L. reuteri sio espécies estreitamente relacionadas, dificiimente
diferencidveis com base em caracteres fenotipicos (KANDLER & WEISS, 1986). L.
fermentum/L. reuteri sio diferenciados de L. brevis e L. buchneri principalmente pelas
temnperaturas mdxima e minima de crescimento, de acordo com KANDLER & WEISS
{1986). Entretanto, embora normalmente nfo cresgam a 45°C, algumas linhagens de L.
brevis e L. buchneri sio capazes de crescer a 45°C, sendo confundidas com L fermentum
(SHARPE, 1981). Esse erro é particularmente frequente no caso de linhagens arabinose
efou xilose positivas. As linhagens L.brevis ¢ L.buchneri capazes de crescer &
temperaturas elevadas usualmente crescem a 15°C, enquanto que L. fermentum nio, o que
permite distingni-los (SILVA, 1988). Entretanto, SILVA(1988) concluiu que essa regra
ndo auxiliou na diferenciagio de linhagens que cresceram a 15°C e 45°C, semethantes a L.
brevis/L. buchneri mas gque apresentaram um pefil de fermentaglo de carboidratos

semelhante a L. fermentumiL. reuteri.

Dificuldades na classificagio baseada nas temperaturas méxima e minima de
crescimento eram esperadas, pois esses dados, segunde BRYAN-JONES (1975),
geralmente sdo insatisfatérios para Lactobacillus isolados de destilarias. Essas linhagens,
segundo o mesmo autor, sio adaptadas para crescer a temperaturas relativaments altas,
selecionadas pelo ambiente severo das destilarias, O autor salienta as dificuldades ¢
inadequagio dos testes de crescimento a 15°C e 45°C na identificagfo de linhagens de L.

Jermentum e L. brevis isoladas em destilarias de whisky.



O subgrupo 3 € formado pela linhagem de L. fermentuml/L. reuteri CCT 1033, ¢
pela linhagem de Lactobacillus fermentum CCT 1019, Essas linhagens foram capazes de
utiizar D-manose, L-sorbose, ramnose, manitol, o metil-D-glucosideo, N acetil
glucosamina, salicina, trealose, B gentiobiose, D-turanose e D-tagatose; ¢ nio utilizam

maltose, lactose, melibiose e ghuconato.

O grupo B é formade pelos subgrupos 4, 5, 6 ¢ 7, onde todas as linhagens foram
identificadas como Lactobacillus fermentum ¢ nfio foram agrupadas com L jfermentum
CCT 25717, O subgrupo 4 é formado pelas linhagens de Lactobacillus CCT 1387, 4398,
1385 ¢ 1409, que foram capazes de uulizar L-arabinose e 3 ceto-gluconato e nédo
utilizaram galactose, D-glucose, maltose, lactose, melibiose, sacarose, D-rafinose e
gluconato. Essas linhagens apresentaram o mesmo perfil de utilizagfo de carboidratos. O
subgrupo 5 foi formado pelas linhagens 1397 e 1410, que utilizaram L-arabinose e 5 ceto-
ghuconato e, que nio utilizaram galactose, D-glucose, maltose, lactose, melibiose, maltose,
sacarose ¢ D-rafinose. No subgrupo 6, formado por 1415, 1417 e 1406, as linhagens
foram capazes de utilizar L-arabinose e 5 ceto-gluconato e nio foram capazes de utilizar
galactose, maltose, lactose, melibiose, D-rafinose e gluconato; essas linhagens tarabém

apresentaram o mesmo perfil de utilizagio de carboidratos, como no subgrupe 4.

As linhagens do subgrupo 4 possuem o mesmo perfil de utilizacio de carboidratos,
o mesmo se observa com as linhagens do subgrupo 6. O subgrupo 7 apresentou duas
linhagens de Lfermentum CCT 1384 e 1405 que apresentaram o mesmo perfil de
uﬁlizag;?a‘o de carboidratos.

O grupo C compreende os subgrupos §, 9, 10, 11, 12, 13 e 14. O subgrupo § €
formado pelas linhagens de Lactobacillus fermentum CCT 0845 e 1022, que utilizaram D-
xilose, D-manose e 5-ceto-gluconato; e ndo utilizaram galaciose, D-glucose, lactose ¢
melibiose. O subgrupo 9 é formado pelas linhagens de Lactobacillus fermentum CCT
1021.e pelas linhagens de L fermentum/L. reuteri CCT 1035 e 1043 que utilizaram S-ceto-
gluconato ¢ ndo utilizaram galactose, D-glucose, lactose, melibiose € D-rafinose. O
subgrupo 10 € formado pelas linhagens LfermentumiL.reuteri CCT 1046 ¢ 1047¢
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Lactobacillus fermentum CCT 1057 que foram capazes de utilizar D-xilose € 5 ceto-
gluconato, ¢ nio utilizaram galactose, lactose, melibiose e D-rafinose. O subgrupo 11 €
formado pelas linhagens de Lactobacillus fermentum CCT 1006, e pelas linhagens de L.
fermentum/L, reuteri CCT 1040 e 1042 que utilizaram D-xilose ¢ 3 ceto-gluconato, € ndo
utilizaram galactose e lactose. O subgrupo 12 € formado pelas linhagens de Lactobacillus
fermentum CCT 4420 e 4403 que utilizaram L-arabinose, D-xilose, trealose ¢ 5-ceto-
ghiconato, ¢ ndo utilizaram lactose. O subgrupo 13 € formado pelas linhagens de
L fermentumlL.reuteri/L.brevisiL buckneri CCT 1039, e pela linhagem L fermentum CCT
25717, A linhagem CCT 1039 possui o mesmo perfil de utilizagdo de carboidratos que a -
linhagem CCT 2571. O subgrupo 14 é formado pelas linhagens 0339 e 1467 descritas

como Lactobacillus fermentum, que vtilizaram D-xilose e nfo utilizaram sacarose.

GOBBETT! et alii (1994) descreveram linhagens de L. brevis gue agruparam Com
linhagens de L. fermentum. Observou-se que o grupo C agrupou todas as linhagens tipo,
isso j4 era esperado para L. fermentum e L. reuteri, que segundo KANDLER & WEISS
{1986) sdo espécies estreitamente relacionadas que dificilmente podem ser diferenciadas
com base em caracteres fenotipicos. Segundo esse autor, o mesmo ocorre para L. brevis ¢
L. buchneri. O fato de L fermentum pertencer ao mesmo grupo que L. brevis também foi

observado por GOBBETTI er alii (1994).

O subgrupe 9 possui duas linhagens (1021 ¢ 1043) que apresentaram o mesmo
perfil de utilizagio de carboidratos, porém foram identificadas como Lactobacilius
fermentum e L. fermentumiL. reuteri respectivamente. O subgrupo 10 ¢ formado pelas
linhagens 1046 ¢ 1047 que apresentaram o mesmo perfil de utilizagio de carboidratos ¢
que foram denominadas de L. fermentum/L. reuteri; e foram agrupadas em nivel de
similaridade maior que 85% com 1057 identificada como Lactobacillus fermentum. No
subgrupo 11, as trés linhagens apresentaram o mesmo perfil de fermentagio de
carboidratos, porém 1006 foi identificada como Lactobacillus fermentum ¢ as demals
como L. fermentum/L. reuteri. No subgrupo 13, as duas linhagens possuem o mesmo

perfil de fermentagfio de carboidratos.



As linhagens de Lactobacillus fermentum 4398, 4420, 4403, 3434 ¢ 4402 obtidas
de outras Colegdes de Cultura foram agrupadas em grupos diferentes, a8 linhagem 4398 foi
isclada de saliva e agrupada no “cluster’B; as demais linhagens, isoladas de melago (4403
¢ 4402} ¢ fermentagio de beterraba (3434) foram agrupadas no grupo C, isso pode ser
explicado, segundo BORCH & MOLIN, (1988) e HASTINGS er alif (1987) devido as

linhagens terem sido isoladas de meios ambientes distintos.

Os resultados obtidos nos testes de fermentaglio de carboidratos, apresentaram
divergéncias em relago aos dados de KANDLER & WEISS (1986), e estd de acordo
com BORCH & MOLIN (1988}, Esses autores também observaram que linhagens de
Lactobacitlus apresentaram perfil de fermentagio de carboidratos diferente das espécies
descritas no Manual Bergey (1986). Resultados divergentes foram encontrados
particularmente, nos testes de fermentacfio de lactose por linhiagens identificadas como L.
fermentum. OLIVA NETO (1990) observou uma grande incidéncia de linhagens lactose
negativas, embora 90% ou mais linhagens dessa espécie fermentam lactose, segundo o8
dados de KANDLER & WEISS (1986); embora seja um dado importante na identificagio
de Lactobacillus isolados de leite, a fermentacio de lactose ¢ muito menos significativa
pars aqueles isolados de outras fontes. KANDLER & WEISS (1986), destacam que os
plasmidios encontrados em Lactobacillus sio frequentemente associados & fermentagio de
lactose e que o dnico exemplo de mutagdo genética natural em Lactobacilius € justamente

a ransmissio de um plasmidio que determina o metabolismo de lactose em L. casel.

O sistema API 50 CHIL foi satisfatério para avaliar o perfil de fermentagio de
carboidratos de grande ndmero de Lactobacillus, permitindo economia de tempo e

espago, apresentando reprodutibilidade (GRANT & PATTERSON, 1991).

4.2. RAPD.

Dez diferentes “primers” de 10 pares de bases (pb) cada um, foram testados com a

linkagem tipo de L. fermentum (CCT 2571), para avaliar suas capacidades de produzirem
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perfis para as linhagens de Lactobacillus estudadas (FIGURA 4;. Os “primers” UBC 2
(5°-CCT GGG CTT G-3") e UBC 4 (5°-CCT GGG CTG G-37), foram 03 selecionados
com base no mimero de bandas produzidas, pois, segundo NIEDERHAUSER e¢r alif
{1994), o maior nimero de bandas obtidas aumenta o poder discriminatdrio entre as

linhagens analisadas.

Nio foram observados produtos de amplificagio com o tubo controle contendo
4gua, o que confirmou que a reagiio de RAPD ocorren somente quando o DNA a ser
analisado estava presente; assegurando-se assim que ndc houve contaminagdo com DNAs
vindos de outras fontes, como por exemplo, da propria enzima Tag polymerase, como

observado por SCHMIDT ez alii, (1991).

A obtencio de DNA gendmico se deu por lise da parede celular por digestdo com
proteinase K, onde os testos celulares foram separados por cenwifugacie ¢ o
sobrenadante dilufdo, segundo WELSH ef alii (1990) € uma técnica de preparagdo de

DNA simples e que consome menos tempo do que se fosse purificar totalmente o DNA.

A concentracio de DNA utilizada nas amplificagBes influenciou na qualidade dos
perfis obtidos. Poram usados 5 ng/reagdo, ¢ quando a concentragdo foi aumentada para 10
ngfreacio observaram-se alteragbes nos perfis de DNA (dados néo meosirados), com
diminuicio na quantidadede de bandas dos perfis. A explicagio para isso, talvez seia 0
aumnento de inibidores presentes, j& que o DNA nfo estava fotalmente purificado.
NIEDERHAUSER er alif {1994), porém, obtiveram os mesmos perfis guando a
concentracio de DNA foi aumentada, embora esse DNA também néo estivesse totalmente
purificado. CANCILLA er alii (1992), testaram concentragdes inferiores a 5 ng ¢

obtiveram algumas variagBes no némero e tamanho do fragmentos obtidos.

Os “fingerprintings” das linhagens estudadas, obtidos pela técnica de RAPD, foram
resultantes da amplificagio de seus DNAs, observando-se que para cada isolado analisado,
foram produzidos perfis caracteristicos, Esses perfis foram reprodutiveis em relagio ao
tamanho e ac niimero de bandas (dados nfo mostrados). Os fragmentos produzidos

variaram em tamanho de 220-3012 pares de bases {pb) para o “primer” UBC 2; e de 263-
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3012 pb para o “primer’ UBC 4. O “primer” 2 produziu perfis de bandas distintas dos
produzidos pelo “primer” 4; esses “primers” diferem em apenas uma base na sua
composi¢io, o que implica que a mudanga de um finico nucleotideo na sequéncia do
“primer” causa uma mudanga no perfil dos segmentos de DNA amplificados (WILLIAMS
et alii, 1990; e WELSH et alii, 1990).

As linhagens foram comparadas através de uma padronizagdo entre os geis,
calculando-se 0s pesos moleculares das bandas obtidas com os “primers” UBC 2 e UBC 4;
¢ submetendo esses pesos moleculares a andlise pelo “software” RAPDistance, resultando

em um dendrograma (FIGURA 133.

Assim, quando os DNAs obtidos das 39 tinhagens de Lactobacillus isoladas de
fermentagio alcodlica e linhagens tipo foram amplificados, foram produzidos perfis
reprodutiveis que revelaram polimorfisrnos nos perfis de RAPD, sugerindo grande
diversidade entre os isolados, segundo FARBER & ADDISON {1994a). A deteccdo €
andlise de polimorfismos no DNA de uma determinada espécie tem sido amplamente
utilizada no campo da epidemiologia, genética de populagfes e taxonomia {JAYARAO &
OLIVER, 1994). Através dos perfis obtidos, fol possivel caracterizar as linhagens ¢ ainda,
observar a formacio de grupos distintos que possuiam caracteristicas em comum. Esses
resuitados também foram obtidos por CZATKA et alii (1993) trabathando com linhagens

de Listeria monocytogenes.

As linhagens 1049, 1050, 1052 1054 ¢ 1060 foram agrupadas num mesmo Srpo,
o mesmo foi observado na dendrograma obtido 3 partir da utilizagiio de carboidratos pelo
sistema API 50 CHL.. Observando-se as fotos com o “primer” 2 (FIGURA 5), e com 0
“nrimer” 4 (FIGURA 6) as finhagens apresentaram bandas em comum, mostrando um

perfil caracteristico para essas linhagens.

Também as linhagens 1409, 1398, 1415, 1417 ¢ 1406 foram agrupadas no mesmo
grupo (FIGURA 13). O mesmo foi observado no dendrograma construfdo & partic do API
50 CHL {FIGURA 3). Nas FIGURAS 5 ¢ 7, com o “primer” 2, ¢ FIGURAS 6 e 8, com o

“primer” 4, as linhagens apresentatam pexfil de bandas bastante semelhante.
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O mesmo foi observado para as linhagens 1412, 1414, 1384, 1405, 1397, 1410 ¢
1407. Maiores semethancas nos perfis de bandas foram observadas com o “primer” 4

(FIGURA 8), que com o “primer” 2 (FIGURA 7).

Na FIGURA 13, observou-se que as linhagens 0559, 1467, 1006, 1016, 1022 e
1029 foram agrupadas no mesmo grupo que a linhagem tipo de Lactobacillus fermentum
(CCT 2571). O mesmo foi observado para o dendrograma obtido 4 partir do API 50 CHL
(FIGURA 3).

Portanto, as linhagens pertencentes aos grupos formados pela andlise dos perfis de
fermentagio de carboidratos, foram os mesmos observados quando 4 técnica de RAPD foi
utilizada. A técnica de RAPD tem sido utilizada para discriminar linhagens de muitos tipos
de organismos (CZAJKA & BATT, 1994); ¢ também para determinar a similaridade entre
diferentes isolados da mesma espécie bacteriana. As similaridades observadas entre os
isolados analisados, através das semelhangas entre os perfis, implica em maiores relagGes
genéticas, segundo FARBER & ADDISON (1994a). E a capacidade de se determinar a
relaciio entre diferentes isolados bacterianos da mesma espécie € extremamente importante
a fim de se localizar fontes de contaminantes ¢ de se identificar reservatérios problemas
(CZAIKA et alii, 1993), tendo assim a oportunidade de se monitorar a ocorréncia de wm

subtipo bacteriano em particular (JAYARAO & OLIVER, 1994).

As linhagens 1343 e 1055 formaram um grupo em nivel de similaridade maior que
85% quando analisadas segundo seu perfil de fermentago de carboidratos (FIGURA 3).
Porém, com a técnica de RAPD, os “primers” UBC 2 e UBC 4 (FIGURAS 11 ¢ 7,
FIGURAS 12 ¢ 8 respectivamente) foram capazes de produzir pouco nimeroe de bandas
para as duas linhagens, ¢ os perfis obtidos foram muito diferentes dos obtidos para as

demais linhagens estudadas.

O mesmo se observou para as linhagens 1033 e 1019 (“primer” UBC 2: FIGURA
9; “primer™ UBC 4: FIGURA 10).
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Segundo KANDLER & WEISS (1986), L. fermentum e L. reutei, L. brevis ¢ L.
buchneri sio espécies muito relacionadas, o que foi observado pelos seus perfis de
fermentagio de carboidratos, como discutido anteriormente. Observando-se os perfis
obtidos com o “primer” 2 (FIGURAS 9 ¢ 5, respectivamente), € com 0 “primer” 4
(FIGURAS 10 e 6, respectivamente), essas linhagens apresentaram “fingerprintings”
caracteristicos ¢ distintos um do outro. Assim, diferengas nos perfis puderam ser
observadas, mesmo entre espécies estreitamente relacionadas (CZAJKA er alii, 1993). A
diversidade entre linhagens muito relacionadas de espécies diferentes de Lactobacillus t8m
sido demonstrada através de andlise do DNA cromossomal por endonucieases de restricio

(STAHL & MOLIN, 1994a).

Algumas técnicas moleculares t8m sido empregadas para caracterizar linhagens de
Lactobacillus, tais como Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP),
sequenciamento de 168 tRNA, M13 DNA “fingerprinting” entre outras. Entretanto,
alguns desses métodos ndo sdo compativels com a rotina de muitos laboratdrios, devido
a0 alto custo, complexicidade e tempo longo de execugdo. A téenica de RAPD € répida,
simples de se executada, apresenta resultados reprodutiveis podendo ser aplicada para
microrganismos associados a humanos, animais e plantas. CHACHATY ez alli {19943,
Além disso, RAPD independe de variagbes associadas com condigdes de cultura ou
caracterizaghes bioquimicas atfpicas; e o uso de um “primer” universal pode produzir
perfis caracterfsticos para muitos géneros e espécies bacterianos pe.rmitindé a comparagio

entre laboratérios JAYARAO & OLIVER, 1994).

4.3. Consideragoes Finais.

O uso do sistema APT 30 CHL apresentou bons resultados para agrupar linhagens
de Lactobacilus fermentum isolados como contaminantes de fermentacdo alcodlica,

resultados semelhantes também foram obtidos por PARDO & ZUNIGA (19923, E uma
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boa relagio entre os resultados obtidos por API 50 CHL e RAPD, foram obtidos, isto €,
as linhagens do mesmo grupo fenotfpico formaram os mesmos grupos quando RAPD foi

utilizado; esses resultados estio de acordo com DICKS & VUUREN, (1988).

Esses resultados indicam a existéncia de grupos bem definidos de linhagens
pertencentes ao género Lactobacillus que estdo presentes como contaminantes de
fermentagio alcoblica; essa afirmagio estd de acordo com pesquisadores gue estudam
linhagens de Lactobacillus presentes em diferentes tipos de substratos (SANZ et alii,
1988: HOLY er alii; 1991 e NAITO et alii, 1995).

Outras técnicas moleculares poderiam ser aplicadas aos grupos de linhagens
observados (especialmente para o grupo designado como L. fermentum/{L. reuterifL.
brevisiL. buchneri) como homologia DNA-DNA ¢ conteddo de G+C (guanina+citosinal,
através das quais se poderia analisar a relagdo entre as linhagens estudadas ¢ a linhagem
tipo, e assim avaliar o significado desses grupos como contaminantes de fermentagio
alcodlica, e futuramente descrevé-los como nova espécie (MAKELA et alii, 1992).
Também pode-se analisar as linhagens através de sequenciamento do RNA ribossomico da
subunidade 168 (165 rRNA) e posterior construgio de uma sonda com o objetivo de se

identificar as linhagens de maior interesse (POT ef alii, 1993},

Outras linhagens de Lactobacillus poderdo ser analisadas segundo as mesmnas
técnicas & seus resultados comparados com os resultados apresentados, construindo assim

uma base de dados.
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TABELA & Perfis de fermentacio de carhoidratos utilizando sistema AP 30 CHL, de linha-

gens de Lactobacillus

oS de doido linhagens de Lactobacillus

phcesd S e e . - T T . e e - L -
erigniget - S e - - - . W e e .

T aralsineme - - - - - - - - R - - - - - - - -
Lrarabizwse 4 - - + L S S ¥ o+ .. + + -+ - -
ot + o+ o+ + o6 4+ o+ 4 + 4 o+ 4+ & & L + o+ 4+
T xifosr CE - + o+ - & - .- - - * + o+ -
Lexilon L L L L A - -
wehonztod - e e - - - e . - . - e e - e = .. e .
Bometil-xilosiden .- v I L - LI < -
galnctst + o+ - - + I R S T T S + o+ -+ - + o+
D-glocose L - * - 4 4+ T T T + e+ - + o+ ok
Ehfrmene + o+ o+ 4 + + 4+ + 4+ o+ L T R + o+ 4+ o+ 4+ + o+
Dhmancss - -+ M P - - . .. - - - - - - . - -
L-sorbome - - - “ e e - L - - e - - - -
ERTEROSY - - - D T R . e e . -
it - .. - L L - - - e - ...
nasitn] - - - - L v e e e e - - - -
manitol - - - - - P N EEE - - . - L.
sorbriol - e . - L - - v e e - e e e . - -
meid-Demanosiden - . - P - - - e + o+ .- - -
metih-Thglucosiden - - - P R + - - - - - -
Nacetibgloonssminn ] - - - - - - e e + - e . e - A . e
wrigdaling - - - L T T - . e e . + o+ - - - .
arbwting -+ - - - T - .. + o+ - +oe -
esrvilins + o+ o+ * * EEE N . B A L
zalisinc -+ - - P T + + - + ¥ -
selobioss B - - e .- + - - - -+ + o+ - - - + - -
maltose o+ 4 - L T T + o+ o+ - 4+ o+ &
laclose e e - .. e - P T + P 4+ -+
meliniose + 4+ - - - .- .- . L + +
FRURRGE L S S - LR I T T R + P + 4+ o+ o+ % + o+
treslose L S ~ - - - - - - R L L - -
soveehins A - - - .. - R - - - - - -
melezitose - - - - s e e . R T R e - -
Errafinose + 4+ - N R + o+ - - F + o+ 4
Ao .. .. . e e e e o - M . - ... P
ghvuginia - - - - s e e e e - - - - - -

#ibitof .- - T L - - - -
B-pentiobioss: . - - e - - . e - L + 4+
Trparatose . .- - I T P - - - - -
Dhlinoss - - - B T L T - - -
Detagatoss o - - R L S R S - -+ - + o+ -
Drfurose S - - - - - R - - - - - -
Lrfusse I - - - - - .- - v - - - - - -
Tharhito] - - - - e e e e - - - - e e T ..
L-ambiiol - - - - L PR . e e . - - - - - e
ghaeat + 4+ 3 - S R L N T R + + o+ - * 4k
Zectn-phaconaio P 3 - P P - e e .. - e .
Feouto-ghuconato + o+ 4 - £ R TR R - - - -+ D I + %




TABELA 6 {comt.): Perfis de fermentacio de carboidratos utilizando sistera AP 50 CHL,
de }inhagens de Lactobacitlus .

produgin de deids linhagens de Lactobacillus
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= & EEF S
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sirts |55 % 8 2EFiEESTEESRBENE
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eritrige] - e e e

2
1
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®
1

Il
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Trambinose F e

§ -ambinose R . . T T S S S S S S S T T S S S
rhose T T T T T S T R T . . T T
D xibose O . T S S S S T
L-xitose E T T . T T T T
adortitol F T T T S

Hometil-zilosides | - e T S

+
+
+
+
+
'
+
+
,
ES
&
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galacious R . T
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3
1
+
+
¥
&
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+
[
+
&
&
&
iy
+-
%
+
"
+
4
+
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D-manose . T T
Lesorbose e e . R T S S T S S
IO . T T e L T
duleital - - I T T T S I
innsttal e
rrantiaf F . T T T L
soibitol e L L T T T TP
metil-Drmanosides [ - - o+ = = 4 o« F - - - - - s w = s o= o= e
meti-Deghiosides |- - -« = - - -+ - - 4 o e e e e e e e e e
Neactibplucosamine - - - - & 0+ - 4 4 .+ 4 o . L o o - dE F e e
wnagdalina e L .
arbiatina - .. e T . T R
saruling R I O L T T T T S

salicina T I T T L R T TR S N ST
celobiosy B T T R T RN R

mattose e L. T T S S R T S S T T T N
tactoes BT R R I T e
melibiose R T . T S e
FACRITSE P . T TEE T S S T R N TR I ST S R R
trealose B T A N S R L S
inuking T e T
inelezitnse B S T T T T R S
Ih-rmafinose R T T S S L e . S
arnicde e T e T R R S e L L S
ghitopémo T T T e R S
xilital P T A T S A
B-gentobiose e T e T T . S
Dturapose P . U ST R R S R S S S S S
Drlirase T T T R S
Drdagatose P T R N B
Th-fucose P . T T A
I-fueose T A A
Pharabito] T T N R T
Lrambitol T . T T e S
glusinato T T T T e e T T R T R R R S SR

T . L T T T S e e
Sceto-ploconnic T T T T . Y A S S . T I e s A A
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TABELA T, Caracterfsticas dos grupos de Lactobacillus . Os microrganismos foram agrupados de acordo
com méitodos de taxonomia numérica. Os ndmeros nas colunas A, B e € representam porcentagem (%)
dag linhagens dos respectivos grupos que produziram &cido A panir da wiilizagiio de diferentes
carboidratos.

Tinhagens tipo
A (%) B (%) C{%) ZSTT 3743 3746 3433

nimero de linhagens 15 1% 28 )i 1 1 1
prexlupio de gcido & partir

glicemi 4 it g . . - .
eritritol 0 i 0 - - - -
D-arabinose G G a5 - - - u
L-arabnose 4} 160 448 - + + +
ribose 867 160 100 + + + +
Dexilosze 467 £ 72.4 - + + .
1-zilose 4] 0 4] - - -
adonited g ] 0 - - - -
B-metil-tilosideo G 0 O - - - -
palactose 100 6,7 48,3 + + + +
B-glucose 100 26,7 #2.7 + + + +
Dfugose 100 106 G531 + + + +
D-manose 100 G 13.% - - - -
L-sorhose 133 ¢ & - - - -
TRIMDOSE &0 0 35 - - -

dulcito} ] 0 ) - - -

sl 0 h 0 - - - .
manitol 733 { 6.9 - - + -
sarhitol 313 {t 33 - - - -
metil-D-manosideo 333 0 (4] - - - -
metil-D-glicosideo pit 0 69 - - - -
N meetil glucosamina 933 & 6.9 - + +
amigdalina 73,3 Q 8] - + + -
arbuiina 85,7 0 4 - - - .
esciling 100 1063 H LS + + + +
salicing 1M} e, 15 . - - -
celobiose 86,7 0] G - - - -
maltose 0 6,7 0 + + + +
actose 533 0 276 s + - +
melibicse &0 4] 352 + + + +
SACATORE §3.3 447 8.4 + - + +
trealose b 8,7 17,2 - - - -
inulina ¢ 0 4 - - - -
meteritose 46,7 0] 68 - - + -
D-rafinose i1 0 62,1 4 - + +
arnidon 20 4] G - - - -
ghicoginio & 0 0 - - -

zilitol 0 0 O - - -
B-gentiobiose 933 o 0 - - - -
P-turanose 46,7 & 4, - - - “
D-lixose O ¢ G - - - -
Daagatose 20 133 0.9 - - -
D-fucose G { { - - -
i-fucose 8,7 { it - - - -
Darabiiol 40 0 { - - - -
{.-arabito 8] O it - - - -
gluconato 86,7 20 96,6 + + + +
2 ceto-gluconato 13,3 0 0 - - - -
3 ceto-Flueonato 46,7 86.7 72,1 - + + -
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FIGURA 3: Dendrograma de linhagens de Lactobacillus de acordo com fermentacdo de carboidratos
usando sistema API 50 CHL.
L.fermentum Lfermentum/L.reuteri

L.fermentum/L.reuteri/L.brevis/L.buchneri [I.reuteri ™
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FIGURA 4: Triagem de “primers” UBC 1-10 com DNA da linhagem tipo de Lactobacillus
fermentum. PM = Padrdo de peso molecular (DNA do fago A digerido com enzima de restri¢io

Bgll).
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com técnica de RAPD. PM = Padrio de peso molecular (DNA do fago A digerido com enzima de
restrigdo Bgl I).
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FIGURA 6: “Fingerprinting” de linhagens de Lactobacillus usando “primer” UBC 4 de acordo
com técnica de RAPD. PM = Padrido de peso molecular (DNA do fago A digerido com enzima de
restricdo Bgl I).
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FIGURA 7: “Fingerprinting” de linhagens de Lactobacillus usando “primer” UBC 2 de acordo
com técnica de RAPD. PM = Padrido de peso molecular (DNA do fago A digerido com enzima de
restricdo BglI).
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FIGURA 8: “Fingerprinting” de linhagens de Lactobacillus usando “primer” UBC 4 de acordo
com técnica de RAPD. PM = Padrio de peso molecular (DNA do fago A digerido com enzima de
restricido Bgl I).
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FIGURA 7: “Fingerprinting” de linhagens de Lactobacillus usando “primer” UBC 2 de acordo
com técnica de RAPD. PM = Padrido de peso molecular (DNA do fago A digerido com enzima de
restricdo BglI).
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FIGURA 8: “Fingerprinting” de linhagens de Lactobacillus usando “primer” UBC 4 de acordo
com técnica de RAPD. PM = Padrio de peso molecular (DNA do fago A digerido com enzima de
restricido Bgl I).
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FIGURA 9: “Fingerprinting” de linhagens de Lactobacillus usando “primer” UBC 2 de acordo
com técnica de RAPD. PM = Padrio de peso molecular (DNA do fago A digerido com enzima de
restricao Bgl 1).
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FIGURA 10: “Fingerprinting” de linhagens de Lactobacillus usando “primer” UBC 4 de acordo
com técnica de RAPD. PM = Padrio de peso molecular (DNA do fago A digerido com enzima de
restricao Bgl I).
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FIGURA 11: “Fingerprinting” de linhagens de Lactobacillus usando “primer” UBC 2 de
acordo com técnica de RAPD. PM = Padrio de peso molecular (DNA do fago A digerido
com enzima de restricdo Bg! I).
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FIGURA 12: “Fingerprinting” de linhagens de Lactobacillus usando “primer” UBC 2 de
acordo com técnica de RAPD. PM = Padrio de peso molecular (DNA do fago A digerido
com enzima de restri¢do Bgl I).

43



. e I 1417

1385
1053

L: | 1 A R T T

: L
1053
_ 1082

b L
10540

2=
e

1399
1387

4308

TO16
BT T

— 1037

1022
: 1029
1019
| 1033
1013

1014
0B45
1412
i 1414
_—|_'h 1384
| 1405
: e oy
r 1410
1407
1057
| 1400

FIGURA 13: Dendrograma de linhagens de Lactobacillus de acordo com a técnica de
RAPD usando “primer” UBC 2 e UBC 4.
L. fermentum L. fermentum/L. reuteri
L. fermentum/L. reuteri/L. brevis/L. buchneri Lactobacillus sp.
L. reuteri® 1. brevis® L. buchneri®

44



5. CONCLUSOES

As 59 linhagens analisadas apresentaram grande diversidade em relaghio ao
metabolismo de carboidratos analisados através do sistema AP SO CHL, ¢ também em
relagho aos “fingerprintings” obtidos através da técnica de RAPD.

Os perfis de RAPD obtidos com os “primers” UBC 2 e UBC 4 foram diferentes

para cada linhagem.

Observou-se a formagio de grupos de linhagens que apresentaram caracterfsticas
semethantes quando as duas técnicas (fermentagio de carboidratos ¢ RAPD) foram
aplicadas. Um grupo ¢ formado pelas linhagens de Lactobacillus CCT 1049, 1050, 1052,
1054 ¢ 1060; outro grupo é formado pelas linhagens de CCT 1412, 1414, 1384, 1405,
1397, 1410, 1407, 1057 e 1400; e um outro grupo € formado pelas linhagens de CCT
1024, 1025, 1409, 1308, 1415, 1417 e 1406.

Os grupos de microrganismos observados representam grupos importantes de
Lactobacillus contarminantes de fermentagio alcodlica e podem servir como seus

representantes em processos de fermentaciio alcodlica,
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