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Resumo

As bactérias do acido acético (BAA) sdo responsaveis pela producao de varios
subprodutos muito utilizados na industria alimentar. Podem atuar como agentes de
transformagao no caso do vinagre e como agentes de contaminac¢ao no caso do vinho.

Neste trabalho, a resisténcia das bactérias acéticas a varios fatores de stress que
ocorrem durante a producao industrial de vinagre, foi avaliada. Para tal, foram utilizadas
70 isolados provenientes de uvas sds e podres, mostos, vinhos, sdos e alterados, e
vinagres caseiros. A capacidade de resisténcia a diferentes condi¢des de etanol, acido
acético, SO, e pH e o efeito cruzado da temperatura foi avaliada por crescimento em
meio de cultura sélidos. Foi observada uma grande variabilidade na resisténcia as
diferentes condi¢des testadas, sendo que a temperatura de incubacao foi diretamente
correlacionada com o aumento da sua sensibilidade.

Foi observado que apenas um numero reduzido destas bactérias demonstram
capacidade para produzir aminas biogénicas nomeadamente a histamina (3%), ¢ a
putrescina (5%). Por outro lado, as bactérias acéticas estudadas revelaram um perfil de
multiresisténcia a varios antibidticos o que sugere que estudos posteriores deverdo ser
conduzidos de forma a avaliar o seu impacto em termos de seguranca alimentar.

Com o objetivo de proceder a identificagdo dos isolados foram incluidas neste
trabalho sete estirpes de referéncia, pertencentes a Colec¢ao Espanhola de Culturas Tipo
(CECT). A utilizagdo da técnica de PCR fingerprinting com os primers M13, ERIC e
(GTG)s ndo permitiu obter a identificagdo credivel dos isolados em estudo. Pela analise
das sequéncias parciais do rDNA 16S foi possivel a identificagdo de 17 estirpes
selecionadas aleatoriamente o que permitiu inferir a identificagdo de outros isolados.
Assim, um grupo de estirpes identificados como Acetobacter pasteurianus foi
caracterizado genotipicamente, tendo-se verificado uma grande variabilidade, também

traduzida nos parametros fenotipicos avaliados.

Palavras-Chave: Bactérias do acido acético, tolerancias/resisténcias, antibioticos, DNA

Fingerprinting, 16 rtDNA.



Abstract

Acetic acid bacteria (AAB) are responsible for the production of some
interesting products, very useful for a variety of industries including food industry.
They can have a positive role as transformation agents in vinegar production, but their
growth is undesirable in the the wine industry being responsible for wine spoilage.

In this work, the resistance of the acetic bacteria to some stress factors that they
may encounter during production of vinegar, was evaluated. For such purpose, 70 acetic
bacteria strains isolated from healthy and rotten grapes, grape-juices, wines, either
spoiled or not, and vinegars, were used. The resistance of the isolates to different
conditions of ethanol, acetic acid, SO, and pH and the cross-effect of temperature was
evaluated by its growth in solid culture media. A great variability in the resistance to the
different tested conditions was observed, being temperature of incubation directly
correlated with the increase of its sensitivity.

Only a reduced number of these bacteria demonstrated capacity to produce
biogenic amines, like histamine (3%) and putrescine (5%). On the other hand, acetic
bacteria displayed an antibiotic multiresistance profile suggesting that further studies
should be performed to assess its impact on food safety and public health.

In order to identify the natural isolates used, seven reference strains belonging to
the Spanish Type Culture Colection (CECT) were included in this work. PCR
fingerprinting technique using M13, ERIC e (GTG)s primers did not allow a reliable
identification of the strains. Yet, 17 randomly selected strains were identified by
analysis of the partial sequences of 16S rDNA which allowed us to infer the
identification of some other isolates through the analysis of similarity of genotypic
profiles obtained. The genotypic dissimilarity observed within the group of strains
identified as Acetobacter pasteurianus was correlated with its divergence phenotypic

profiles.

Keywords: Acid acetic bacteria, tolerances / resistances, Antibiotics, DNA

fingerprinting, 16 rDNA.
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1. Introducao

1.1 Caracterizacio geral das bactérias do acido acético

As bactérias do acido acético pertencem a familia Acetobactereciae e sao
bactérias Gram negativas ou Gram variavel, de forma -elipsoidal a alongada
(bastonetes), apresentando assim  pleomorfismo celular. Podem  ocorrer
individualmente, em pares ou em cadeias. A sua largura varia entre 0,4 ¢ 1 pum e o seu
comprimento entre 0,8 ¢ 4,5 um (figura 1). Sdo catalase positiva e oxidase negativa (De

Ley et al., 1984a).

Figura 1 - (a) Acetobacter aceti observada num microscopio de contraste com uma ampliacao de 1000x
(adaptado de Fugelsang, 1997). (b) Gluconacetobacter diazotrophicus num microscopio de contraste

(adaptado de Muthukumarasamy et al., 2002)

\

As bactérias acéticas apresentam mobilidade devido a presenca de flagelos
polares ou peritriquios e ndo formam enddsporos como forma de resisténcia. Este grupo
de bactérias apresenta um metabolismo aerdbio obrigatorio com o oxigénio como o
aceitador final de electrées, ou seja, as bactérias acéticas realizam uma respiragao
aerObia, apesar de muitas vezes a sua atividade ser designada incorretamente de
fermentagao acética.

O pH o6timo de crescimento das bactéricas acéticas situa-se entre 5,0 ¢ 6,0 (De
Ley et al., 1984a) contudo podem crescer a valores de pH mais reduzidos,
nomeadamente entre 3,0 ¢ 4,0 (Du Toit e Pretorius, 2002). Estas bactérias sdo
mesofilas, a sua temperatura 6tima de crescimento situa-se entre 25° e 30°C (De Ley et
al., 1984a).

As bactérias acéticas podem surgir em ambientes agucarados, alcoolizados € um

pouco acidos, tais como flores, frutos, cerveja, vinho, cidra, vinagre, sumos de fruta



acidos e mel. Nestes meios, oxidam agucares ¢ alcoois resultando na acumulacao de
acidos organicos como produtos finais. Quando o substrato ¢ o etanol, ¢ produzido o
acido acético e ¢ daqui que o nome do grupo bacteriano provém (Benito, 2005). As
estirpes de Gluconobacter preferem ambientes ricos em agtcar ao contrario da maioria
das estirpes de Acetobacter e Gluconacetobacter, que preferem crescer em meios ricos
em alcool. Contudo, estas bactérias também oxidam glucose a acido glucdnico,
galactose a acido galactonico e arabinose a acido arabinodico. As bactérias acéticas
desempenham um papel importante na producdo de alimentos e bebidas alcoodlicas,
bem como na bioprodugdo de produtos quimicos industriais (Raspor e Goranovic,
2008). Uma das principais caracteristicas das bactérias acéticas ¢ a sua capacidade em
oxidar uma vasta variedade de substratos e de acumular no meio produtos resultantes
do seu metabolismo sem toxicidade para as proprias bactérias. Esta capacidade ¢ devida
a atividade de desidrogenases localizadas na membrana da célula, associadas com a
cadeia de citocromos (Matsushita et al., 1985).

O metabolismo do etanol pelas bactérias acéticas envolve a oxidacao do etanol a
acido acético em duas etapas, na primeira etapa o etanol ¢ oxidado a acetaldeido e na
segunda etapa o acetaldeido ¢ oxidado a acetato (figura 2). Em ambas as reacgdes,
ocorre a transferéncia de electrdes, e que sdo mais tarde aceites pelo oxigénio. Neste
processo de oxidacao existem duas enzimas que desempenham um papel fundamental e

critico, que sdo a alcool desidrogenase e a aldeido desidrogenase (Saeki et al., 1997).

Citosol

Acido Latico g Etanol Acetaldeido Acido Acético Extracelular
s

lactato Ftanol

Piruvato — Acetaldeido —  Acetato —< Ciclo co.
TCA :

~N_ “

Figura 2 - Oxidagao do etanol pelas bactérias acéticas (adaptado de Mas et al., 2007)

Estas bactérias podem produzir pigmentos em meios solidos e uma grande
variedade de polissacarideos (De Ley ef al., 1984b), celulose e vitaminas, em particular
a vitamina C, produzida essencialmente pelo género Gluconobacter (Macauley et al.,

2001). De salientar ainda que de acordo com Ryssel et al., (2009) que as bactérias



acéticas também apresentam boas propriedades bactericidas sobre bactérias infeciosas

Gram negativas.

1.2 Classificacao das bactérias do acido acético

Apesar da atividade destas bactérias ja ser mencionada desde os tempos antigos
por todo o mundo, a sua descoberta como seres vivos € a sua classificagcdo s6 foi feita
muito mais tarde. Quando Lavoisier escreveu o seu livro "Tratado de Quimica
Elementar" no ambito do estudo do método de producdo de vinagre de “Orleans”, disse
que o vinagre ndo era nada mais que o vinho acetificado devido a absor¢ao do oxigénio,
sendo apenas o resultado de uma reagdo quimica, a partir do etanol presente no vinho.
Naquela altura, pensava-se que a camada fina que se formava na superficie do vinho em
processo de acetificagdo era apenas um produto da transformacdo, mas ndo a causa. SO
mais tarde, Pasteur demonstrou que sem a presenga e participacdo das bactérias acéticas
ndo havia produ¢do de vinagre, concluindo assim que quando o vinho se transformava
em vinagre era devido a participagdo das bactérias acéticas que se desenvolviam na
superficie formando uma pelicula.

Inicialmente, as bactérias acéticas foram designadas por Micoderma vini. Mais
tarde com base no seu aspecto morfologico, foram classificadas em trés espécies:
Bacterium aceti, Bacterium pasteurianum e Bacterium kurtzingianus (Rizzon, 2006a).
Uma das classificagdes sugeridas por Hansen em 1894, era baseada na ocorréncia da
pelicula em meio liquido e a sua reacdo com iodeto. Em 1925, Vissert Hooft propos
uma classificacdo baseada nas caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas deste grupo de
bactérias. Mais tarde Asai (1934-35) fez uma proposta de classificar as bactérias
acéticas em dois géneros, Acetobacter ¢ Gluconobacter, baseada nas caracteristicas
citologicas e fisioldgicas. Frateur em 1950 formulou uma classificacdo baseada
principalmente em cinco caracteristicas fisiologicas, presenca de catalase, produgdo de
acido gluconico a partir da glucose, oxidagdo do acido acético em didxido de carbono
(CO,) e agua (H,0), oxidagdo do glicerol em hidroxiacetona e a oxidag¢ao do lactato em
diéxido de carbono (CO;) e agua (H,0O). Leifson (1954) agrupou as bactérias acéticas
que tinham flagelos e que eram capazes de oxidar o etanol a 4cido acético e o acido
acético a CO, e H,O no género Acetobacter e aquelas que tinham flagelos polares e
eram incapazes de fazer a oxidacdo completa do etanol no género Gluconobacter

(Benito, 2005). Mais tarde em 1997, Yamada e seus colaboradores introduziram um



novo género Gluconacetobacter, baseado nas sequéncias parciais de 16S rRNA e nas
comparagdes quimiotaxondémicas dos sistemas de ubiquinonas. Filogeneticamente as
bactérias acéticas estdo agrupadas na familia Acetobacteraceae, que pertence a classe

Alphaproteobacteria. Atualmente esta familia ¢ constituida por 30 géneros (quadro 1).

Quadro 1 — Géneros da familia Acetobacteraceae de acordo com o indice taxondémico dos procariotas

(adaptado de Garrity, et al., 2007)

Géneros
Acetobacter Asaia Neoasia Saccharibacter
Acidiphilium Belnapia Paracraurococcus Stella
Acidisphaera Craurococcus Neokomagataea™ Swaminathania
Acidicaldus Gluconacetobacter Rhodopila Tanticharoenia™
Acidocella Gluconobacter Rhodovarius Teichococcus
Acidisoma™ Granulibacter ™ Roseococcus Zavarzinia
Acidomonas Kozakia Roseomonas
Ameyamaea™ Muricoccus Rubritepida

*1 Belova et al., 2009 *2 Yukphan et al., 2010a *3 Greenberg et al., 2006 *4 Yukphan ez al., 2011 *5 Yukphan ez al., 2008

As espécies dos géneros Acetobacter, Gluconobacter e Gluconacetobacter
(quadro 2) estdo frequentemente associados a degradacdo das uvas, mostos, vinhos e
producao de vinagres. Mais recentemente, Mas et al., (2007) referem também a

presenca das espécies dos géneros Acidomonas, Asaia, Kozakia, Saccharibacter,

Swaminathania, Neoasaia ¢ Granulibacter, nos referidos alimentos.

Quadro 2 — Espécies dos géneros Acetobacter, Gluconobacter e Gluconacetobacter

Género

Espécie

Ref. Bibliografica

Acetobacter

aceti
cerevisiae
cibinongensis
estuniensis
indonesiensis
lovaniensis

malorum

nitrogenifingens

oeni
orientalis
orleanensis

pasteurianus

Lisdiyanti et al., 2000
Cleenwerck et al., 2002
Lisdiyanti et al, 2001
Lisdiyanti et al., 2000
Lisdiyanti et al., 2000
Lisdiyanti et al., 2000
Cleenwerck et al., 2002
Dutta e Gachhui, 2006
Silva et al., 2006
Lisdiyanti et al, 2001
Lisdiyanti et al., 2000
Lisdiyanti et al., 2000

peroxydans Lisdiyanti et al., 2000
pomorum Sokollek et al., 1998

Syzigii Lisdiyanti et al, 2001
tropicalis Lisdiyanti et al., 2000




Quadro 2 — Espécies dos géneros Acetobacter, Gluconobacter e Gluconacetobacter (continuagao)

Género Espécie Ref. Bibliogrifica

Gluconobacter asai Mason e Claus, 1989
albidus Yukphan et al., 2004
cerinus Katsura et al., 2002
[frateurii Mason e Claus, 1989

Gluconacetobacter

thailandicus
oxydans

Jjaponicus
kanchanaburiensis
kondonii

nephelii

roseus

sphaericus
wancherniae
uchimurae

persimmonis

liquefaciens
azotocaptans
diazotrophicos
entanii
europaeus
hansenii
intermedius
johannae
oboediens
nataicola
rhaeticus
sacchari
saccharivorans
Swingsii
xilynus

kombuchae

Tanasupawat et al., 2004
Mason e Claus, 1989
Malimas et al., 2009a
Malimas et al., 2009b
Malimas et al.,2008
Kommanee et al., 2011
Malimas et al., 2008b
Malimas et al., 2008a
Yukphan et al., 2010b
Tanasupawat et al., 2011
Soo-Hwan et al., 2004

Yamada et al., 1997
Fuentes-Ramirez et al., 2001
Yamada et al., 1998
Schiiller et al., 2000
Yamada et al., 1997
Yamada et al., 1998
Yamada, 2000
Fuentes-Ramirez et al., 2001
Yamada, 2000

Lisdiyanti et al., 2006
Dellagio et al., 2005

Franke et al., 1999
Lisdiyanti et al., 2006
Dellagio et al., 2005
Yamada et al., 1997

Dutta e Gachhui, 2007

1.3 Isolamento

Normalmente, o isolamento de bactérias acéticas ¢ feito a partir da inoculacao de
aliquotas de substratos em meios solidos ou liquidos enriquecidos e seletivos para este
grupo particular de bactérias. A composicao destes meios ¢ feita tendo em consideragao
as necessidades fisiologicas e metabolismo das bactérias acéticas, ou seja, tem que se
fazer uma reprodugdo laboratorial do meio natural onde se desenvolvem. Também
muitas vezes sdo adicionados antibidticos para inibir o crescimento de leveduras e de
bactérias do acido lactico. Podem ser utilizados a piramicina (Joyeux et al., 1984b e
Gonzalez, et al., 2004) e a ciclohexamida (Passmore e Carr, 1974; Drysdale e Fleet,
1988; Yamada et al., 1999; Bartowsky et al., 2003 e Amoa-Awua et al., 2006) para



evitar o crescimento dos bolores e das leveduras, respetivamente e a penicilina (Amoa-

Awua et al., 2006) e a nisina (Du Toit e Lambrechts, 2002) para evitar o crescimento

das bactérias do acido lactico. Os meios mais utilizados no isolamento de bactérias

acéticas a partir de uvas, mostos e vinhos sdo apresentados no quadro 3.

Quadro 3 — Meios mais utilizados no isolamento de bactérias do acido acético a partir de uvas, mostos e

vinhos
Meios de cultura Composicio (g/L) Ref. Bibliograficas*
GYC (“glucose, yeast extract, Glucose (50) [1,4,5,7,8,10]

calcium carbonate™)

YPM (“yeast extract, peptone,

manitol”)

YGM (“yeast extract, glucose,

manitol”)

BME (“Basal medium with etanol”)

AAM (“acid acetic médium”)

MYA (“malt extract, yeast extract,

agar”)

AE (“glacial acid acetic, ethanol”)

Carr

Extrato de levedura (10)
Carbonato de calcio (5)
Agar (20)

Extrato de levedura (5)
Peptona (3)

Manitol (25)

Agar (20)

Extrato de levadura (10)
Glucose (20)

Manitol (20)

Etanol (25)

Acido acético (5 ml) depois da esterilizagdo
Extrato de levedura (0,5)
Hidrolizado de caseina sem vitaminas (3)
Etanol (3 ml)

Glucose (10)

Etanol (5)

Acido acético (3)

Peptona (15)

Extrato de levedura (8)
Extrato de malte (15)
Extrato de levedura (5)
Agar (15)

Etanol (60 ml)

Glucose (5)

Extrato de levedura (3)
Peptona (4)

Etanol absoluto (3ml)
Acido acético glacial (3ml)
Agar (0.9)

Glucose (5)

Extrato de Levedura (20)
Verde de Bromocresol (0,02)
Agar (20)

[1;6;7;8;10e12]

[11]

(2, 3]

(3, 9]

[7, 8]

[13]

* 1- Amoa-Awua et al., 2006; 2- Cleenwerck et al., 2007; 3- Cleenwerck et al., 2008; 4- Drysdale e Fleet 1985/1989a; 5- Dutta e
Gachhui, 2006; 6- Gonzalez et al., 2006; 7- Gullo et al., 2006; 8- Gullo e Giudici, 2008; 9- Lisdiyanti et al., 2001; 10- Mas et al.,
2007; 11- Ndoye et al., 2007; 12- Sokollek et al., 1998 13- Fugelsang, 1997.



1.4 Identificacao

A identifica¢do das bactérias acéticas inicia-se com a distingao entre este grupo
de bactérias e outras bactérias (quadro 4), particularmente as Bactérias do Acido Lactico
(BAL) também capazes de crescer em matrizes semelhantes as das bactérias acéticas,
passando pela diferenciacdo de géneros até a diferenciacdo de espécies. A identificacao
¢ assim feita recorrendo a uma série de testes mais simples ou mais complexos, podendo
estes ser divididos genericamente em métodos fenotipicos, métodos quimiotaxondmicos

e métodos moleculares.

Quadro 4 — Testes bioquimicos para a distin¢ao das bactérias acéticas das bactérias lacticas associadas ao

vinho (adaptado de Bartowsky e Henschke, 2008)

BAA BAL
Coloragdo de Gram Negativo Positivo
Reagdo da catalase Positivo Negativo
Mobilidade Moveis ou ndo moveis Nio moveis
Necessidade de oxigénio Aerobias estritas Aerdbias ou anaerdbias
Producio de acido acético a partir de etanol Sim Nio
Metabolismo do agucar Via hexose monofosfato Homo ou heterofermentativas
Contetdo de G + C (% mol) >50 <50

1.4.1 Métodos fenotipicos

Hoje em dia a caracterizagcdo ¢ a identificagdo das bactérias acéticas a nivel de
género usando testes fenotipicos sdo relativamente faceis. A taxonomia microbiana
classica usa tradicionalmente as diferencas morfologicas e fisioldgicas entre os géneros
para os discriminar. Assim, muitas caracteristicas podem contribuir para a diferenciacao
(quadro 5). Uma das principais diferencas entre géneros ¢ que as espécies do género
Gluconobacter ndo conseguem oxidar completamente o acido acético a CO; e H,O e as
espécies dos géneros Gluconacetobacter e Acetobacter podem ser diferenciados com
base no tipo de ubiquinonas. Além dos testes descritos no quadro 5, também podem ser
realizados outros, como verificar a producdo de celulose pelas bactérias acéticas,
fervendo as peliculas numa solugdo de NaOH (5%) durante 2 horas, sendo confirmada a
producdo de celulose quando ndo ocorre a dissolucdo da pelicula apds a fervura.
Também se pode verificar o crescimento das bactérias acéticas na presenca de HNO;

(1%) (Cleenwerck e De Vos, 2008).



Quadro 5 — Testes bioquimicos para distinguir os géneros de bactérias acéticas associadas ao vinho

(adaptado de Bartowsky e Henschke, 2008; Cleenwerck e De Vos, 2008)

Acetobacter Gluconacetobacter Gluconobacter
Mobilidade e flagelos Peritriquios ou ndo Peritriquios ou ndo Polares ou ndo

moveis moveis moveis
Oxidagdo de etanol a acido acético Positivo Positivo Positivo
Oxidagdo de acido acético a CO, e H,O Positivo Positivo Negativo
Oxidag@o de lactato a CO, e H,O Positivo Positivo ou Negativo ~ Negativo
Crescimento em meio com 0,35% de acido acético  Positivo Positivo Positivo
Crescimento na presenga de 30% de glucose Negativo Positivo ou Negativo ~ Negativo ou

Positivo fraco

Cetogénese a partir do glicerol Positivo ou Negativo ~ Positivo ou Negativo ~ Positivo
Produgéo de alcool a partir de:
glicerol Positivo ou Negativo ~ Positivo Positivo
D-manitol Positivo ou Negativo ~ Positivo ou Negativo ~ Positivo
rafinose Negativo Negativo Negativo
Producido de pigmentos castanhos soluveis Negativo Variavel Variavel
Tipo de ubiquinonas Q-9 Q-10 Q-10

Os testes de oxidacao de etanol a acido acético e da oxidagao de acido acético a
CO; e H,0O apresentados no quadro 5 podem ser realizados através da utilizagdo de
alguns meios de cultura, nomeadamente o Carr, o GYC e o Frateur agar. Estes meios
sao utilizados para fazer a diferenciagdo de géneros uma vez que o metabolismo das
bactérias, se reflete em mudangas de cor, em forma¢ao de halos em volta das colonias,
formagdo de pigmentos e outras alteragdes, inerentes aos diferentes géneros. E de
salientar que estes meios além de serem especificos para a distingdo de géneros também
podem ser utilizados para o crescimento e isolamento das bactérias acéticas embora os
mais indicados ja tenham sido referidos. O objetivo da utilizagdo do meio Carr ¢ fazer a
distincdo dos géneros com base numa mudanga de cor do meio, revelada por um
indicador, o verde de bromocresol. Este indicador tem uma cor azul/verde que em
presenca de acido passa a amarelo. Assim, neste meio, os trés géneros ao oxidarem o
etanol a acido acético, fazem com que a cor azul/verde passe a amarelo, mas como o
género Gluconobacter ndo consegue levar a oxidacdo mais longe o meio permanece
amarelo. No caso das espécies dos géneros Acetobacter e Gluconacetobacter por
oxidarem o acido acético a CO; e H,O, aumentam o pH, o que faz com que o meio volte
lentamente a cor inicial azul/verde. As observagdes dos referidos resultados podem

demorar 3 ou mais semanas a concretizar-se. No meio de Frateur o componente mais



importante ¢ o CaCOs, que funciona como um indicador. As coldnias ao crescerem
produzem 4acido que neutraliza o CaCOs insoluvel, fazendo com que haja uma
clarificagdo (halo) a volta das coldnias. Este meio funciona de uma maneira analoga ao
Carr, por isso se o halo se mantiver a volta das colonias ¢ indicativo do género
Gluconobacter, mas se o CaCOs voltar a precipitar ¢ indicativo da presenga de isolados
dos géneros Acetobacter ou Gluconacetobacter. Tal como no meio Carr, a observagao
dos resultados pode demorar 3 ou mais semanas. O meio GYC é o meio mais utilizado
para o cultivo de bactérias acéticas, possuindo também CaCOj; funcionando por isso de
modo semelhante a0 meio Frateur. Este meio ¢ recomendado para a observacao de
pigmentos castanhos hidrossoluveis produzidos ao fim de 3 a 5 semanas, caracteristicos
das espécies do género Gluconobacter (Fugelsang, 1997).

O teste da oxidagdo do lactato em CO, e H,O também descrito pode ser feito
com o meio de lactato de calcio cujo funcionamento ¢ baseado na capacidade das
espécies do género Acetobacter oxidarem D- e L- lactato a CO; e H,0, neste caso o
lactato de célcio funciona como fonte de carbono e como indicador. Assim o
crescimento de espécies de Acetobacter seguida da oxidacdo completa resulta na
formagdo de um precipitado de carbonato de calcio.

O teste da cetogénese a partir do glicerol ¢ feito a partir de um meio liquido com
glicerol (meio de glicerol) que permite detetar a oxidacdo do glicerol a di-
hidroxiacetona (cetogénese). A presenga de di-hidroxiacetona pode ser detetada usando
um dos vérios testes utilizados para os acucares redutores, nomeadamente os Kits
comerciais (clinitest®) para diabéticos.

Também existem os testes fenotipicos miniaturizados que ndo tém sido muito
utilizados para as bactérias acéticas, mas tém a vantagem de serem rapidos, simples e
altamente padronizados. No entanto em 2005, Dellaglio e os seus colaboradores usaram
a galeria ID32C, para testar o crescimento de bactérias acéticas isoladas a partir da maca
em diferentes fontes de carbono. Greenberg et al. (2006) usaram as galerias API 20 NE
(BioM¢érieux) e RapID NH (Remel) numa tentativa inicial de obter uma identificagdao
preliminar, mas sem sucesso. Como estes testes foram inicialmente concebidos para
grupos de bactérias muito restritos ¢ normal que nao tenham muito valor na

caracterizagdo das bactérias acéticas (Cleenwerck ¢ De Vos, 2008).



1.4.2 Métodos quimiotaxonomicos

Os métodos quimiotaxondémicos tém como objetivo avaliar a composi¢ao
quimica de alguns constituintes celulares. Os principais métodos quimiotaxondmicos
utilizados na identificacdo das bactérias acéticas sdo, os perfis dos ésteres metilicos de
acidos gordos (“FAME- Fatty Acid Methyl Esthers”) e os tipos de quinonas
(Cleeenwerck e De Vos, 2008).

Os extratos para obtengdo dos perfis de ésteres metilicos de acidos gordos sdo
obtidos em condi¢des padronizadas (meio de cultura, temperatura, etc.) e analisados por
cromatografia gasosa. As bactérias acéticas sao caracterizadas pela presenca de cadeias
C18:107 de acidos insaturados em maior quantidade mas também contém acidos 2-
hidroxi.

As quinonas isoprenoides sdo extraidas e purificadas pelo método de Yamada et
al., (1969) e determinadas quantitativamente por cromatografia gasosa de fase reversa
(RP-HPLC “reverse-phase high performance liquid chromatography”) (Tamaoka et al.,
1983; Komagata e Suzuki, 1987). As espécies de Acetobacter apresentam ubiquinonas
Q9 e as espécies de Gluconacetobacter ¢ de Gluconobacter apresentam ubiquinonas

Q10 (Trcek e Teuber, 2002).

1.4.3 Métodos moleculares

Os métodos moleculares desenvolvidos no final do século XX, sdo hoje em dia
ferramentas indispenséaveis para uma boa classificacdo dos microrganismos. O principal
objetivo da aplicagdo dos métodos moleculares ¢ permitir a identificagdao a nivel de
espécie dos microrganismos, embora a discriminacdo ou tipificacdo de estirpes ou de
gendtipos de uma espécie esteja a ganhar cada vez mais importancia sob o ponto de
vista industrial. Nem todas as estirpes t€ém a mesma capacidade de oxidar o etanol a
acido acético, por isso ¢ importante determinar o poder discriminante de cada técnica e
saber quantas espécies ou estirpes estdo envolvidas em varios processos. A
discriminacdo interespecifica ou intraespecifica depende do grau de polimorfismos
obtidos com diferentes marcadores moleculares. Assim neste contexto as diferentes
técnicas moleculares dividem-se em dois grupos: as que conseguem discriminar a nivel

de espécie e as que conseguem discriminar a nivel da estirpe (Benito, 2005).
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A nivel da espécie:

(1) Hibridacdo DNA-DNA consiste em quantificar os valores de hibridagdo, a
percentagem de ligacdo DNA-DNA e a razdo relativa de ligagdo que sdo parametros
indiretos da similaridade das sequéncias entre dois genomas. A hibridagdo ¢ uma
ferramenta essencial para descrever e confirmar novas espécies (Wayne et al., 1987).
Um nivel de associagdo superior a 70% entre dois isolados, revela que estes dois
isolados pertencem a mesma espécie. Porém ha diferentes metodologias utilizadas para
medir a reassociagdo e os critérios de avaliagdo podem variar, tornando dificil a
reprodutibilidade da experiéncia. Sendo assim, o valor de 70% deve ser apenas
indicativo e ndo absoluto. Além disso, a metodologia de reassociagio DNA-DNA pode
tornar-se demasiadamente demorada pois envolve comparagdes par-a-par (parwise)
fazendo com que o numero de comparagdes seja menor que o desejavel. Mesmo assim,
o resultado da reassociagdo ¢ estdvel e suporta bem as definicoes de espécies
(Vandamme et al., 1996).

(i1) Sequenciacdo dos genes 16S rDNA, das regides ITS e do gene rec A, em que
a regido genética de interesse ¢ amplificada por PCR e os produtos purificados do PCR
sdo sujeitos a reacdes sequenciadoras usando primers ou ddNTP’s fluorescentes. Os
produtos da reagdo sdo posteriormente separados por um sequenciador de DNA, usando
a tecnologia capilar e durante a separagdo dos produtos marcados com fluorescéncia sao
excitados por um laser e detetados automaticamente (Cleenwerck e De Vos, 2008).

(ii1)) RFLP, (Restriction Fragment Length Polymorphisms) a andlise de
polimorfismos de dimensdo de fragmentos de restricdo consiste na digestio de DNA
genoémico com enzimas de restricdo de corte frequente (4 — 6 pb) e na separacdo do
elevado namero de fragmentos obtidos por eletroforese. Os perfis obtidos sao
caracteristicos de cada espécie, o que torna possivel caracterizar quase todas as espécies
de bactérias acéticas. Quando os perfis electroforéticos sdo analisados diretamente ¢
designada por RFLPs diretos. Esta técnica foi utilizada por Ruiz et al., (2000) na
identificacdo de bactérias acéticas isoladas a partir de fermentagdes de vinhos, também
foi utilizado por Cleenwerck ¢ De Vos (2008) na taxonomia polifasica das bactérias
acéticas.

(iv) 16S e ITS-ARDRA (Amplified Ribossomal DNA Restriction Analysis),
consiste na amplificagdo por PCR dos genes ribossomais, rtDNA 16S ou a regido ITS
(Intergenic Transcibed Spacer), ou seja, a regidao entre os genes TDNA 16S e 23S,

seguida da digestdo dos produtos amplificados por uma endonuclease de restricao. Os
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perfis de restrigdo obtidos sdo caracteristicos de cada espécie. Esta metodologia foi
aplicada na identificacdo de bactérias acéticas por Ruiz et al., (2000), Trcek e Teuber
(2002), Gonzalez et al., (2006b) e Tréek e Raspor (1999).

(v) DGGE, (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) a electroforese em gel de
gradiente desnaturante faz a separacdo dos amplicdes dos genes ribossomais rDNA 16S
e 23S permitindo caracterizar comunidades microbianas de nichos ambientais muito
especificos, ndo necessitando que os microrganismos estejam isolados. Esta técnica
consiste assim na amplificagdo de uma regido do genoma, seguida da separacdo dos
fragmentos de DNA de igual tamanho, mas que tém diferentes sequéncias (Myers et al.,
1985). O padrao de bandas obtido ¢ indicativo do nimero de diferentes espécies
presentes na amostra. Esta técnica foi usada por Lopez ef al., (2003) para caracterizar
todos os microrganismos no vinho (leveduras, BAL e bactérias acéticas).

(vi) FISH, (Fluorescence in situ hybridization) permite a quantificacdo e
identificacdo direta de espécies bacterianas a nivel microscopico sem cultura prévia. A
técnica utiliza sondas de DNA marcadas com fluorocromos que hibridam
especificamente com cada espécie ou género. Esta técnica foi utilizada por Franke et al.,
(1999) para detetar estirpes de Gluconacetobacter sacchari isoladas de cana-de-acucar.

(vii) PCR em tempo real permite a identificacdo e enumeracdao de espécies de
bactérias sem ser necessario o seu cultivo. E um método rapido e fidedigno onde se usa
uma transcriptase reversa para converter o RNA em DNA que depois serve como molde
para a PCR (Montville e Matthews, 2008). E possivel determinar assim a concentragao
do template por medicdao continua do produto durante a reacdo e o nimero inicial de
células pode ser estimado corretamente por comparacdo com uma curva padrao. Assim
esta técnica tem sido usada por varios autores como por exemplo Gonzalez et al.,

(2006a) na enumeragao e detecao de bactérias acéticas em amostras de vinho.

A nivel da estirpe:

(1) AFLP (Amplified fragment length polymorphism) a anélise de polimorfismos
de tamanho de fragmentos amplificados nao tem sido utilizada na identificacdo das
bactérias acéticas mas sim na sua tipificagio. E uma impressdo do genoma baseado
numa amplifica¢do seletiva de fragmentos de DNA que sdo gerados por enzimas de
restri¢ao (Vos et al., 1995).

(i1) PCR fingerprinting ¢ genericamente chamada a todos os métodos baseados

em PCR e que originam um fingerprint (impressao digital) de cada microrganismo e
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baseiam-se na amplificagdo de diferentes regides do genona por PCR, utilizando apenas
um primer e condi¢des pouco restritas de PCR. Estas podem ser separadas em grupos de
acordo com a regido alvo do primer no genoma. Assim nas técnicas de RAPD (Random
Amplified Polimorphic DNA) e de AP-PCR (A4rbitrarely Primed PCR) em que o primer
utilizado se liga aleatoriamente a diferentes regides do genoma enquanto que nas outras
técnicas, BOX-PCR, REP-PCR (Repetitive Extragenic palindromic-PCR), ERIC-PCR
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR), M13-PCR (microsatellite-
primed-PCR), o primer ¢ direccionado para sequéncias repetidas espalhas pelo genoma
(Inés, 2007). As técnicas REP-PCR e ERIC-PCR foram usadas por Gonzalez et al.,
(2004) na diferenciacdo de bactérias acéticas isoladas de mostos e vinhos e Nanda et al.,
(2001) usaram ERIC-PCR e RAPD na caracterizagdo de bactérias acéticas isoladas de

vinagre de arroz.

1.5 Bactérias do acido acético como agentes de transformacao

As bactérias acéticas como agentes de transformag¢dao dao origem a produtos
alimentares de variada qualidade e origens, bebidas como o kombucha e cacau, sendo o
vinagre o mais conhecido. Mas para além destes produtos, as bactérias acéticas também
sdo utilizadas para a produ¢do de variados compostos com importante interesse na
biotecnologia como a produgio de celulose, a produgio de L-Acido ascorbico (vitamina
C), (Raspor e Goranovic, 2008, Guillamon e Mas 2009) producao de D-Tagatose e
produgdo de chiquimato (Raspor e Goranovi¢, 2008), sorbose e sorbitol (Mas et al.,
2007).

O vinagre pode ser elaborado a partir de varias matérias-primas como o vinho, a
cerveja, a cidra e outras bebidas que derivam da fermentagao alcoolica de cereais, frutas
e batatas, e podem ainda ser usadas solugdes agucaradas como o melago, o mel e soro.
A utilizag¢do dos vinagres que se obtém a partir destes alimentos varia de regido para
regido, uma vez que depende da bebida alcodlica tradicional local (Raspor e Goranovic,
2008). Mas o vinagre ndo ¢ uma descoberta recente, ¢ um produto conhecido ha muito
tempo e de elevada importancia na dieta humana (8000 anos a.C.). Na época, as pessoas
usavam-no como um condimento, como conservante de alimentos (prevengdo de
possiveis contaminacdes microbioldgicas), como bebida refrescante (diluido em agua),
como medicamento, para tratar de disfungdes respiratérias, feridas, ulceras, devido as

suas propriedades desinfetantes e anti-inflamatérias (Rizzon, 2006b). Apesar do
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reduzido conhecimento acerca do papel das bactérias aceticas na producao de vinagre, o
acido acético foi considerado por muitos séculos o acido mais forte até ao aparecimento
do acido sulfurico.

Existem trés processos biotecnologicos (figura3) diferentes para a produgdo de
vinagre: (i) o método tradicional de Orleans (processo lento) (ii) o método alemao
(processo rapido) e (iii) o método de submersdo (Raspor e Goranovi¢, 2008;Vegas et

al,, 2010)

S 4~ Entrada do visho

Figura 3 - Diferentes tipos de fermentadores utilizados na produ¢do de vinagre (método de Orleans,
método de submersdo e método alemao) (Adapatado de: < http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br
/FontesHTML/Vinagre/SistemaProducaoVinagre/acetificacao.htm> e <http://www.msstate.edu/org/silval
ab/vinegar lactic.pdf>).

De uma forma geral todos estes métodos seguem o mesmo principio, a obtengao
biologica de acido acético pela conversdo oxidativa por bactérias acéticas de solugdes
que contém etanol. Antigamente apenas se colocava o vinho em contacto com o ar e
deixavam-se as bactérias transformarem o alcool em 4acido acético. Apesar de este
método produzir um produto organolepticamente muito bom, era muito lento e de baixo
rendimento pois a oxidacdo s6 ocorria na superficie onde estava o oxigénio. Nos dias de
hoje o vinagre ¢ produzido industrialmente por métodos que utilizam bactérias
imobilizadas. Geralmente consiste em verter gota a gota uma solugdo alcoolica sobre
aparas de madeira colonizadas por bactérias do género Acetobacter. E também
acompanhado por uma circulagio de ar que garante as condi¢des de aerobiose
favorecendo assim a oxidagdo do alcool pelas bactérias do acido acético. A solugdo
acética ¢ recolhida depois no fundo de uma cuba. Pode haver um melhoramento do
processo, ja que para além do que foi anteriormente explicado também ha um controlo
da temperatura, uma circulacdo de ar mais intensa e recirculacdo da solucdo acética até
ao esgotamento do etanol presente. Outro método consiste numa suspensao de bactérias

do acido acético em atividade gragas a uma corrente de ar forgado do liquido alcodlico.
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O rendimento ¢ elevado se a temperatura, a pressao osmotica, o oxigénio dissolvido, a
concentragdo em etanol e outros, forem devidamente controlados. No final, o vinagre
antes de ser engarrafado ¢ pasteurizado para a destrui¢do de microrganismos presentes
(Lacasse 1995).

Até hoje foram feitos muito poucos estudos ecologicos do vinagre, pois o facto
de existirem bactérias acéticas vidveis mas ndo cultivaveis dificultaram os poucos
estudos existentes (Benito, 2005). Em estudos recentes foi verificada a importancia do
melhoramento da qualidade do vinagre, e que para isso serdo necessarias diferentes
estratégias como por exemplo um melhor sistema de acetificagdo, melhorar as
condi¢des otimas do processo e selecdo de estirpes mais produtoras (Raspor e
Goranovic, 2008). Para a produ¢do do vinagre, as bactérias acéticas devem apresentar
caracteristicas especificas para crescerem no vinho, particularmente resisténcia a
elevada concentracdo de alcool, de acido acético, reduzidas exigéncias nutritivas,
elevadas velocidades de transformacao do alcool em acido acético, bom rendimento de
transformagdo, sem oxidar o 4cido acético formado e conferir boas caracteristicas
organolépticas ao vinagre. As bactérias acéticas necessitam do oxigénio do ar para
realizarem a acetificagdo, por isso multiplicam-se mais na parte superior do vinho,
formando uma pelicula, mais ou menos espessa de acordo com o tipo de bactéria. As
bactérias acéticas sdo particularmente instaveis, mostrando acentuado polimorfismo e
variacao das propriedades bioquimicas. Em alguns casos, podem at¢ mesmo perder a
capacidade fundamental de oxidar o etanol a acido acético (Rizzon, 2006a).

O kombucha ¢ uma bebida tradicional fermentada que comegou a ficar
conhecida devido aos seus efeitos benéficos para a satide humana. Esta ¢ obtida pela
mistura de cha acucarado com uma cultura simbiotica de bactérias acéticas e leveduras
que juntas formam o que ¢ normalmente chamado de chad de fungos. Estas bactérias e
leveduras formam uma ligagdo tdo forte que inibem o crescimento de possiveis
contaminantes. As principais bactérias acéticas encontradas neste chd pertencem as
espécies Gloconacetobacter xylinus, Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus e
algumas espécies de Gluconobacter como por exemplo a Gluconobacter xylinus que
estimulada pela cafeina e xantinas provenientes do chd, tem a capacidade de sintetizar a
rede flutuante de celulose que promove a simbiose formada pelas bactérias e as
leveduras (Raspor e Goranovi¢, 2008). Ao analisar o liquido fermentado foram

detetados maioritariamente os acidos, acético, lactico e gluconico, mas também foram
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identificados uma grande variedade de compostos responsaveis pelo flavor, alcoois,
aldeidos, cetonas, ésteres, e aminoacidos (Teoh et al., 2004).

O cacau ou bebida de cacau ¢ obtida a partir das sementes dos frutos do
Cacaueiro (Theobroma cacao), planta originaria da América Central e do Brazil. Os
varios microrganismos identificados no cacau em fermentagdo sdo essencialmente
leveduras, bactérias lacticas, bactérias acéticas e fungos esporulados, contudo quem
domina ¢ a levedura Sacharomyces cerevisiae. Durante a primeira fase de fermentagao
e, devido aos seguintes fatores: acidez da polpa, presenca de acticares fermentesciveis e
condi¢des de anaerobiose, predominam as leveduras. As condigdes de anaerobiose
devem-se ao facto de o cacau em goma preencher todos os espacos dos recipientes de
fermentagdo. Mais tarde no processo de fermentagdo criam-se condi¢des favoraveis ao
desenvolvimento das bactérias lacticas, o que acontece quando a atividade das leveduras
se atenua, fazendo com que o pH da polpa aumente devido ao consumo de 4cido citrico
pelas leveduras. Quando se atingem as temperaturas atingidas na fermentacao alcodlica,
as bactérias acéticas multiplicam-se rapidamente e atuam logo que haja 4lcool no meio
para oxidar. A atividade destas bactérias provoca assim o abaixamento do pH da polpa.
Durante a fermentacao o pH vai aumentando e quando a atividade das bactérias acéticas
diminui, devido a falta de substrato e abaixamento de temperatura, podem aparecer
bactérias do tipo Aerobacter, que actuem sobre os aminoacidos produzindo amoniaco e
aminas. Estes compostos provocam o enegrecimento das sementes, o que indica que o
cacau sofreu fermentagcdo exageradamente longa. Também podem aparecer ataques de
fungos filamentosos, provocando gostos estranhos no cacau e, este deteriora-se se o
processo nao for interrompido (Ferrdo, 2002).

A celulose ¢ um polimero formado com varias unidades de glucose através da
ligacdes B-1,4, ¢ sintetizado por varias estirpes das espécies de Acetobacter, de
Gluconobacter ¢ de Gluconacetobacter (figura 4). A celulose tem propriedades
excelentes, tais como a transparéncia, alta pureza, forca de tensdo, capacidade de
retencdo da agua, afinidade bioldgica e biodegradabilidade, o que torna este composto
importante em muitas areas da biotecnologia industrial (Raspor e Goranovi¢, 2008,
Takai e Erata, 1998). Em medicina pode ser usado como substituto de tecidos, substitui
a pele ou outros tecidos interiores por ser permeavel ao oxigénio, € apresenta uma
grande capacidade de reter 4gua que aparenta estimular o novo crescimento da pele ou

outro tecido enquanto previne contra infe¢des (Raspor e Goranovic, 2008). O pH 6timo
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para a producdo de celulose ¢ de 5,5 e a temperatura 6tima ¢ de 30°C (Hungund e

Gupta, 2010).

Figura 4 - Pelicula de celulose uniforme e irregular formada por Gluconobacter persimmonis (Hungund e

Gupta, 2010).

O acido L-ascorbico (vitamina C) ¢ uma vitamina hidrossoluvel indispensavel ao
bom funcionamento do organismo humano e animal, sendo usado também na industria
alimentar como antioxidante. As estirpes de Gluconobacter (particularmente
Gluconobacter oxydans) sao usadas para fazer a oxidagdo de D-sorbitol a L-sorbose que
¢ um importante intermedidrio para a producdo da vitamina (Raspor e Goranovi¢, 2008).
Mais recentemente existem dois métodos mais avancados para a producao de acido L-
ascorbico que sdo pela via 2,5-dicetoglucénico e pela via do sorbitol (De Wulf et al.,
2000).

A D - tagatose ¢ uma cetohexose rara e um epimero C-4 da frutose, normalmente
reconhecida como uma substancia segura usada como um agente de coesao na comida e
como um adocgante nao calorifico. Tem um sabor muito semelhante a sacarose, sem
deixar gosto na boca depois do seu consumo e sem efeitos de arrefecimento, também
ndo apresenta efeitos laxativos, ao contrario de outros polidis. A sintese deste composto
ocorre naturalmente e sendo um alimento ndo digerivel, apresenta um efeito probiotico
e prébiodtico podendo beneficiar a saide dos humanos pela seletividade estimulante do
crescimento ou atividade de um numero limitado de bactérias, melhorando a vida do
hospedeiro. No entanto ¢ produzida em pouca quantidade em ambiente natural, assim
foram estudados muitas formas de sintese produtiva de D - tagatose como por exemplo
usando o galactiol, mas este era muito dispendioso. Assim este composto € obtido pela
biotransformacao do D-galactiol e pela bioconversdao da D-galactose (Suresh et al.,
2006), ou seja, as bactérias acéticas fazem a biotransformacao oxidativa do D-galactiol

em D-tagatose, catalizada pela enzima galactiol desidrogenase.
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O chiquimato ¢ um composto chave intermedidrio para aminoacidos aromaticos
e para um grande nimero de antibiodticos, alcaldides e herbicidas, mais recentemente
este foi considerado um precursor para a sintese de um antiviral (“Oseltamivir”),
protegendo as pessoas da gripe pandémica. Este ¢ dificil de preparar uma vez que possui
duas via metabolicas, a via da glicélise e a via pentose fosfato t€ém de ser combinadas
para formar 3-deoxi-7-fosfo-D-arabinoheptulosonato antes de chegar a chiquimato. Para
além disso a localizagdo metabolica do chiquimato ¢ longe da D-glucose e ¢ dificil
direcionar a via metabdlica para a producdo de chiquimato pela tecnologia de
fermentagdo cldssica ou por biotecnologia molecular moderna (Raspor e Goranovic,
2008). Por isso a sintese total do chiquimato através de quimica organica nunca foi
praticada. Para isso, ¢ necessario desenvolver um novo método para a produgdo de
chiquimato mais eficiente e conveniente, contribuindo para a sintese do antiviral. A
quinoproteina quinato dehidrogenase (QDH) e a 3-dehidroquinato dehidratase estdao
localizados predominatemente na superficie das membranas citoplasmaticas de algumas
espécies de Gluconobacter e o quinato ¢ oxidado a 3-dehydrochiquimato de forma
sequencial. Nio citoplasma, o NADP-dependent chiquimato dehidroquimimato (SKDH)
cataliza uma reacao reversivel do 3-dehydrochiquimato a chiquimato (Adachi et al.,

2003).

1.6 Bactérias do acido acético como agentes de contaminacio

As bactérias acéticas podem funcionar como agentes de contaminacao no vinho,
na cerveja (pode ficar azeda na presenga de O;), em frutos e em bebidas. No entanto o
vinho ¢ o alimento em que a presenga destas bactérias ¢ mais conhecida. Existem varios
microrganismos presentes no vinho, as leveduras que realizam a fermentagao alcodlica,
(principalmente a espécie Saccharomyces cerevisiae), as bactérias do acido lactico,
responsaveis pela fermentacdo malolactica, em que o 4acido malico ¢ transformado em
acido lactico, fazendo assim com que o vinho fique menos acido e mais suave e as
bactérias acéticas cujo desenvolvimento durante as vérias fases do processo de
vinificacdo ¢ indesejado uma vez que a producdo de acido acético resultante do seu
metabolismo, vai depreciar a qualidade do produto final. De facto, o aparecimento de
vinhos com niveis elevados de acidez volatil, expressa em g/L de acido acético, € um

dos maiores problemas encontrados na industria, ndo s6 pelo seu contributo negativo do
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ponto de vista sensorial, mas também porque existem limites maximos estabelecidos
para vinhos (Bartowsky e Henscheke, 2008).

A produgdo de vinho comega na vinha, as uvas adquirem e mantém a quantidade
de agucar certa e a composi¢do do sumo faz com que seja ideal para o crescimento de
varios microrganismos (Mas et al., 2007). O crescimento de bactérias acéticas foi
observado em varias fases da producao de vinho (Drysdale e Fleet, 1988), incluindo
algumas condi¢des em que ndo era esperado o seu crescimento (Benito, 2005).
Inicialmente nas uvas sds predominam bactérias acéticas pertencentes a espécie
Gluconobacter oxydans, porque a espécie utiliza preferencialmente agtcares como fonte
de carbono, enquanto que mais tarde predominam as espécies de Acetobacter e de
Gluconacetobacter que preferem o etanol como fonte de carbono (Fugelsang e
Edwards, 2007). De acordo com Joyeux et al, (1984a) na etapa inicial ha um
crescimento até cerca de 10% ufc/ml de bactérias acéticas. Mais tarde por causa da baixa
tolerancia ao etanol a espécie Gluconobacter oxydans vai desaparecendo ao longo da
fermentagdo alcoolica, uma vez que o teor de alcool vai aumentando. Apesar de na
etapa inicial predominar o género Gluconobacter, ja foram isoladas espécies de
Acetobacter ¢ de Gluconacetobacter mas em pequenas quantidades (Du Toit e
Lamberchts, 2002). As uvas em condi¢des especiais como por exemplo, infetadas por
fungos, danificadas ou podres podem ser infetadas por leveduras e por bactérias
aceticas, pertencendo a maioria as espécies Acetobacter aceti e Acetobacter
pasteurianus (Joyeux et al., 1984a). Nestes casos as leveduras iniciam o metabolismo
dos agtcares transformando-os em etanol, que mais tarde ¢ oxidado a éacido acético
pelas bactérias acéticas presentes. Tanto o etanol como o glicerol sdo produtos do
metabolismo das leveduras, assim o glicerol produzido pode ser metabolizado pelas
bactérias acéticas em di-hidroxiacetona, que afeta a qualidade sensorial do vinho,
podendo combinar-se com o SO,, diminuindo assim as suas propriedades
antimicrobianas. Deste modo a composicdo do sumo de uva pode ser alterada
significativamente se os bagos forem infetados pelas bactérias acéticas. As mudangas
nao sO tém efeitos na qualidade sensorial do vinho mas também no crescimento de
leveduras durante a fermentagdo alcoolica (Drysdale e Fleet, 1989b) e no crescimento
das bactérias do acido lactico, embora Joyeux et al, (1984a) tenham verificado
contagens constantes de bactérias acéticas durante a fermentacdo malolactica
aproximadamente de 10° a 10’ ufc/ml que eram maioritariamente de Acetobacter

pasteurianus. Neste tipo de processo o mosto também pode ser contaminado por
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bactérias acéticas que se encontram nas adegas durante a trasfega do mosto. Como ja foi
referido ao longo da fermentacdo, ha aumento do teor em etanol, o que torna o meio
mais apropriado para as espécies de Acetobacter e de Gluconacetobacter. Contudo
também h4a um aumento do teor em CO, que ¢ produzido pelo metabolismo das
leveduras, e por isso ¢ criado um ambiente anaerobio que teoricamente € uma condigao
desfavoravel ao crescimento das bactérias acéticas. A temperatura a qual a fermentagao
alcodlica se processa depende do tipo de vinificagdo. As temperaturas que ocorrem
durante a fermentagdo do vinho tinto sdo entre 25 e 30°C (Mas et al., 2007)
temperaturas 6timas de crescimento das bactérias acéticas e por i1Sso ndo previnem o seu
desenvolvimento. Pelo contrario, as temperaturas das fermentagdes do vinho branco e
rosé¢ variam entre 16 e 20°C, o que ja dificulta o seu crescimento (Benito, 2005). O
crescimento destas bactérias durante a fermentagdo alcoolica pode também estar ligado
ao numero de bactérias e leveduras presentes no mosto no inicio da fermentagdao sendo
que as espécies mais predominantes durante a fermentagdo alcodlica sdo A. aceti, A.
pasteurianus, Ga. liquefaciens e Ga. hansenii (Du Toit e Lamberchta, 2002). As
temperaturas das adegas durante o envelhecimento variam entre 10 a 15°C, temperaturas
que parecem inibir o crescimento das bactérias acéticas (Joyeux et al., 1984a), se bem
que Drysdale e Fleet (1989b) observaram um fraco crescimento das bactérias acéticas a
10°C. Apesar destas condi¢des adversas durante a fermentacgdo alcoolica, alguns autores
(Du Toit et al., 2005) detetaram que as bactérias acéticas podem sobreviver e até crescer
durante este processo. Durante o armazenamento, as principais espécies encontradas sao
A. aceti e A. pateurianus (Mas et al., 2007). Estas bactérias foram isoladas do topo, do
meio e do fundo dos tanques e barris, 0 que sugere que as bactérias acéticas podem
realmente sobreviver sob condigdes semi-anaerdbias que ocorrem nas cubas de vinho
(Du Toit et al., 2005). Nesta fase o principal produto obtido a partir da presenca das
bactérias acéticas € o acido acético. Se o objetivo € que a qualidade dos vinhos seja boa,
¢ de vital importancia manter os numeros de bactérias acéticas reduzidos, isto pode ser
feito usando uvas saudaveis, inoculando uma elevada quantidade de leveduras,
adicionando SO,, clarificando o mosto e baixando o pH, pela adi¢do de acido (Du Toit e
Pretorius, 2002). Se o crescimento de bactérias acéticas for elevado nas primeiras etapas
da fermenta¢do alcoolica, as fermentagdes podem parar ou tornar-se mais lentas
reduzindo a qualidade dos vinhos durante o seu armazenamento (Benito, 2005).

Também se o crescimento for muito elevado no produto final por exposi¢do ao ar, ou se
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a quantidade de alcool for pouco elevada e a temperatura for adequada, o vinho
transforma-se num meio apropriado ao crescimento de bactérias acéticas.

Outro problema associado coma contaminacdo por bactérias acéticas em
alimentos s3o a aminas biogénicas. As principais encontradas em alimentos sdo a
histamina, a tiramina, a putrescina ¢ a cadaverina. Estas sdo bases organicas dotadas de
atividade bioldgica que sdo produzidas como consequéncia da descarboxilagdo de
aminoacidos livres durante a fermentacdo ou degradag¢do dos alimentos (Karovicova e
Kohajdova, 2003; Russo ef al., 2010). A histamina, a putrescina e a tiramina sdo as
aminas mais frequentemente encontradas em vinhos (Smit ef al., 2008). As aminas
biogénicas sdo indesejaveis em todos os alimentos e bebidas porque se forem
consumidas em elevadas concentracdes, podem constituir um risco na saide dos
consumidores devido a sua toxicidade. A producao destes compostos estd normalmente
associada com as bactérias do acido lactico, e pouca atengdo tem sido dada a
responsabilidade de outros microrganismos incluindo as bactérias acéticas (Smit et al.,
2008). De acordo com a sua estrutura quimica as aminas biogénicas podem ser
classificadas como alifaticas (putrescina, cadaverina), aromaticas (tiramina) ou
heterociclicas (histamina). E segundo o nimero de grupos amina podem ser divididos
em monoaminas (tiramina), diaminas (histamina, putrescina e cadaverina) ou
poliaminas (Karovi¢ova e Kohajdova, 2003).

A producdo de aminas biogénicas em alimentos ¢ influenciada pela
disponibilidade dos aminoacidos livres, pela atividade das descarboxilases, a
disponibilidade de O,, a temperatura, presenca de cloreto de sdédio, natureza dos
microorganismos, pela natureza do substrato, etanol, SO, e pH (Smit, 2007; Smit et al.,
2008; Karovicova e Kohajdova, 2003).

A presenga ou nao de aminoacidos livres € muito importante na producao de
aminas biogénicas. Os aminodcidos podem estar livres nos alimentos ou podem ocorrer
através da protedlise, assim os microrganismos com alta atividade proteolitica
aumentam o risco de producao de aminas biogénicas, ao aumentar a disponibilidade em
aminoacidos livres. Também se removermos o grupo a-carboxil de um aminoacido leva
a que se corresponda com uma amina biogénica, mas as vezes para a producdo da
mesma amina podem atuar duas descarboxilases diferentes (Smit et al., 2008;
Karovicova e Kohajdova, 2003).

A atividade das descarboxilases dos aminodcidos ¢ maior em ambiente acido

(pH 4.0 a 5.5) e também as bactérias produzem mais destas enzimas como meio de
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defesa contra a acidez. Também a presenca de hidratos de carbono fermentesciveis, tais
como, D-glucose, aumenta o crescimento e a atividade das enzimas descarboxilase nas
bactérias (Karovicova e Kohajdova, 2003).

A quantidade de oxigénio disponivel também influencia a sintese de aminas
biogénicas, pois certas culturas aumentam a producdo de aminas biogénicas se forem
colocadas em diferentes condi¢des de aerobiose (Smit er al, 2008; Karovicova e
Kohajdova, 2003).

A temperatura também ¢ um fator importante sendo que as temperaturas entre os
20 e os 37°C sdo 6timas para o crescimento das bactérias que contém descarboxilases
(Karovic¢ové e Kohajdova, 2003).

A presenca de cloreto de sodio favorece a atividade da tirosina descarboxilase e
inibe a atividade da histidina descarboxilase (Silla Santos, 1996).

Uma grande quantidade de etanol inibe a produgdo de aminas biogénicas
alterando as propriedades fisicoquimicas da membrana atenuando o transporte da amina
(Smit et al., 2008).

Quanto maior a quantidade de SO, menor a formagdo de aminas biogénicas,
contudo o efeito do SO, depende do pH, a um pH maior, um aumento de SO, causa a
diminuicao da producdo de aminas, mas a pH mais baixo ficou demontrado uma subida
de producdo de aminas (Smit, 2007).

Por ultimo os fatores relacionadas com a viticultura, a variedade das uvas ¢ da
composi¢ao nutricional e quimica do vinho, a regido geografica, as praticas de produgao
de vinho, o grau de maturacdo das uvas e o tipo de solo influénciam as concentragdes
finais de aminas biogénicas. Também a maior parte dos compostos fenolicos presentes
no vinho faz com que a produgdo de aminas biogénicas diminua (Smit, 2007; Smit et

al., 2008; Karovi¢ova e Kohajdova, 2003).

1.7 Fatores que afetam o crescimento e a sobrevivéncia das bactérias
acéticas nos vinhos

Os principais fatores que influenciam o desenvolvimento das bactérias acéticas,
sdo a temperatura, a concentragao de etanol, a presenca ou auséncia de oxigénio, o pH,

0 SO; e a influéncia da interagdo com outros microrganismos (Benito, 2005; Bartowsky

e Henschke, 2008).

22



1.7.1 Temperatura

A temperatura Otima para o crescimento das bactérias acéticas situa-se entre
25°C e 30°C, tendo sido raramente observado o crescimento acima dos 37°C, exceto
para algumas bactérias acéticas termotolerantes (Saeki et al., 1997). Ja& foram isoladas
bactérias acéticas termotolerantes a temperaturas entre 37°C e 40°C, sendo capazes de
oxidar o etanol a 38°C e a 40°C, a mesma velocidade que as estirpes mesoéfilas a 30°C
(Raspor e Goranovi¢, 2008). Ja em 1980 Ohmori e os seus colaboradores, conseguiram
isolar uma estirpe de Acetobacter aceti com o objetivo de se obter uma maior produgao
de vinagre a uma maior temperatura, apresentando uma completa atividade a 35°C e
45% de atividade aos 38°C. De acordo com De Ory ef al., (1998) a temperatura maxima
de crescimento para a Acetobacter aceti ¢ de cerca de 35°C. Recentemente Ndoye et al.,
(2006) selecionaram estirpes de Acetobacter tropicalis e de Acetobacter pasteurianus e
propuseram a sua utilizagdo no fabrico de vinagre artesanal espiritual, pela sua
capacidade de crescer a 40 °C e 45°C respetivamente. No entanto as bactérias acéticas,
podem estar ativas a temperaturas mais baixas, por exemplo a 18°C, tendo sido ja
observado fraca atividade a 10°C (Joyeux et al., 1984a). E essencial acrescentar que
perante todos estes dados ¢ muito dificil de definir qual o maximo e o minimo de
temperatura de crescimento devido a variabilidade das espécies e da composicdo do

meio onde se encontram (Gullo ¢ Giudici, 2008).

1.7.2 Etanol

O etanol ¢ uma boa fonte de carbono para as bactérias acéticas, e a capacidade
de oxidar o etanol ¢ uma das principais caracteristicas destas bactérias. Contudo, a
capacidade destas bactérias em permanecer vidveis e até mesmo crescer a diferentes
concentragdes de etanol ¢ dependente da espécie (Benito, 2005). Alguns géneros tém
preferéncia na fonte de carbono, como por exemplo os géneros Acetobacter e
Gluconacetobacter preferem o etanol como fonte de carbono, ja& o género
Gluconobacter oxida mais facilmente agucares, por isso cresce melhor em uvas sas e os
primeiros dois géneros prevalecem em uvas alteradas mecanicamente e
microbiologicamente tornando-se predominantes durante a fermentagdo alcoolica
(Joyeux et al., 1984a). Drysdale e Fleet, (1988) verificaram que o maximo de alcool
tolerado pelas bactérias acéticas variava entre 8 ¢ 15% (v/v). Contudo, estas bactérias

podem crescer no vinho normalmente com um contetido elevado de etanol, entre 10 a
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14% (v/v) (Joyeux et al., 1984a; Drysdale e Fleet 1989a). Num estudo realizado por
Krisch e Szajani (1997) em que foi testada a tolerancia ao etanol da espécie Acetobacter
aceti, verificou-se que na concentracdo mais elevada testada (20% v/v) houve uma
sobrevivéncia de 60 a 70%. Também de acordo com Saeki et al., (1997) as bactérias
acéticas podem superar o efeito inibitério tornando-se tolerantes ao etanol. Contudo a
tolerancia ao etanol ¢ uma caracteristica dependente das espécies e estirpes
condicionado ainda pela temperatura, pH e oxigénio (Drysdale e Fleet, 1988; Du Toit e

Pretorius, 2002).

1.7.3 pH

O pH 6timo para o crescimento das bactérias acéticas situa-se entre 5,0 e 6,0 (De
Ley et al., 1984a), podendo sobreviver a valores de pH mais reduzidos. Algumas
bactérias acéticas ja foram isoladas em meios contendo acetato, durante a produgdo de
vinagre a valores de pH muito reduzidos entre 2,0 e 2,3, mesmo com baixos valores de
oxigénio. O pH ¢ um fator muito importante pois até a sensibilidade ao etanol destas
bactérias pode variar a diferentes valores de pH. Também tem um efeito sinérgico com
o SO,, fazendo com que o efeito antibacteriano do SO, seja maior, a reduzidos valores
de pH (Benito, 2005). Krisch e Szajani (1997) verificaram num estudo no qual foi
testada a tolerancia ao acido acético da espécie Acetobacter aceti que o meio acido se
mostrou bastante toxico sendo que a concentracao letal foi de 7% (v/v). A tolerancia ao
reduzido pH ¢ dependente da concentracdo de etanol e da disponibilidade de oxigénio,
pois uma elevada concentragdo de etanol aumenta a sensibilidade ao pH (Du Toit e
Pretorius, 2002) e uma reduzida disponibilidade de oxigénio causa a diminui¢ao do

numero de células vidveis (Joyeux ef al., 1984a).

1.7.4 SO,

O SO, ¢ um agente antimicrobiano vulgarmente utilizado em enologia para
prevenir o aparecimento das bactérias acéticas, das bactérias do acido lactico e de
algumas leveduras indesejaveis. Assim, a presenca € o crescimento das bactérias
acéticas so vao depender da concentracdo de SO, se a intengao for a producdo de vinho.
As formas livres consistem em didxido de enxofre molecular, bissulfito e ides de sulfito
mas apenas o SO, molecular tem efeito antimicrobiano (Bartowsky e Henschke, 2008).

Drysdale e Fleet (1985) conseguiram isolar bactérias acéticas (10°-10° ufc/mL) a partir
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de vinhos armazenados que continham entre 17 ¢ 77 mg/L de SO, total. Mais
recentemente, de acordo com Du Toit et al., (2005) que descrevem o efeito do SO, em
Acetobacter pasteurianus, verificaram que a viabilidade das bactérias ndo era muito
afetadas por baixas concentragdes de SO, molecular livre (0,35 mg/L), mas maiores
concentragdes de SO, foram efetivas. Mesmo assim, as bactérias acéticas sao capazes de
crescer em vinhos contendo 20mg/L de SO, livre (Joyeux et al., 1984a), o que quer
dizer que os niveis comuns de SO, nos vinhos ndo sdo suficientes para inibir o
crescimento de bactérias acéticas. A eficacia do SO, depende muito do pH do meio
como ja foi referido, pois quanto menor o pH, maior a quantidade de SO, na forma
molecular que ¢ a forma ativa, sendo a que atua nos microrganismos. Para uma
prevencao eficaz do crescimento de Acetobacter spp. no vinho ¢ aconselhado adicionar

cerca de 50 a 75 mg/L de SO, (Montville e Matthews, 2008).

1.7.5 Acido Acético

O 4cido acético ¢ o produto do metabolismo das bactérias acéticas e quando nao
¢ oxidado a H,O e CO, acumula-se no meio e torna-se toxico para as estirpes. As
espécies do género Gluconobacter geralmente apresentam uma maior resisténcia ao
acido acético do que a espécie Acetobacter aceti. Este género desenvolveu
caracteristicas especiais para sobreviver e permanecer metabolicamente ativo em
condig¢des industriais extremas (pH reduzido e grandes concentragdes de acido acético)
(Gullo e Giudici, 2008). A maior resisténcia ao acido acético foi descrita para as
espécies Gluconacetobacter europaeus, Gluconacetobacter intermedius,
Gluconacetobacter oboediens e Gluconacetobacter entanii (Boesch et al., 1998,

Schiiller et al.,2000; Sievers e Teuber; 1995 e Sokollek ef al.,1998).

1.7.6 Oxigénio

O oxigénio ¢ dos fatores mais limitantes para o crescimento das bactérias
acéticas, uma vez que estas bactérias apresentam um metabolismo aerdbio obrigatério
porque usam o O, como aceitador final de electrdes durante a respiracao (Matsushita et
al., 1994). Contudo alguns estudos mostraram que outros compostos como as quinonas
e corantes redutores, podem ser usados como aceitadores finais de electrdes pelas
bactérias acéticas (Du Toit e Pretorius, 2002), sugerindo que estas bactérias podem

sobreviver e crescer em ambientes aerobios a semi-anaerobios. Existem varios estudos
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acerca da influéncia do oxigénio no desenvolvimento das bactérias acéticas. Du Toit et
al., (2005) sugeriram que a espécie 4. pasteurianus pode sobreviver em estado viavel
mas ndo cultivavel quando o O, ¢ adicionado ao vinho. Drysdale e Fleet (1989a)
verificaram num estudo com Acetobacter aceti, A. pasteurianus e Gluconobacter
oxydans, que usando percentagens de oxigénio diferentes (100%, 70%, 50%) as duas
primeiras espécies cresciam mais nas maiores percentagens, enquanto que a espécie
Gluconobacter oxydans nao apresentou crescimento em nenhuma das percentagens
testadas. Mas Rubio-Fernandez et al, (2004) verificaram que um valor elevado de
oxigénio dissolvido pode inibir o crescimento das bactérias acéticas € que uma boa
concentragdo nos processos semi-continuos seria de 1 a 3 mg/kg. A forma como o
oxigénio ¢ disponibilizado, para fazer vinagre, depende do método que estd a ser
utilizado, uma vez que uns t€ém um sistema de dissolugdo forcada de oxigénio. O
método mais tradicional funciona apenas com o oxigénio que fica naturalmente dentro
da pipa em contacto com a superficie formando a pelicula de bactérias. Para além disso

a taxa de penetracao do oxigénio na madeira ¢ cerca de 30 mg/L (Joyeux et al., 1984a).

1.7.7 Outros microrganismos

Muitos microrganismos tolerantes ao etanol conseguem crescer no mosto de
uvas estabelecendo interagdes muito complexas. Durante a fermentagdo alcodlica, a
presenca de leveduras ndo Saccharomyces e de espécies de bactérias acéticas
influenciam o crescimento € o metabolismo de Saccharomyces cerevisiae. Foi mostrado
que populagdes de bactérias acéticas superiores a 10’ — 10® ufc/mL no mosto de uva sdo
suficientes para matar Saccharomyces cerevisiae (Drysdale e Fleet, 1989b). O
crescimento simultdneo de bactérias acéticas com Saccharomyces cerevisiae produz
sintomas classicos de uma fermentagao incompleta, com altos teores de agucar residual
e baixo teor em etanol, reduzidos teores de alcool isoamilico e de glicerol, teores
elevados em acidos acético e gluconico, acetaldeido e acetato de etilo (Drysdale e Fleet
1989b). Num estudo comparativo entre fermentacao induzida (inoculagdo) e espontanea
realizado em 2002, Guillamon e seus colaboradores observaram que um rapido inicio da
fermentagdo alcoolica resultou num decréscimo da populagdo de bactérias acéticas.
Normalmente as uvas infetadas por fungos filamentosos, nomeadamente Botrytis
cinerea estdo também contaminadas por vdarias espécies de bactérias acéticas

(Bartowsky e Henschke, 2008).
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1.8 Resisténcia aos Antibioticos

Os antibioticos sao moléculas que impedem o crescimento, provocam a morte €
também a lise das células de microrganismos, bactérias ou fungos. Podem ser de origem
sintética ou natural (produtos do metabolismo secundario dos microrganismos), sendo o
grupo principal de bactérias produtoras os actinomicetos (Walsh, 2003). Existem varias
formas de uma célula produzir um antibiotico, hd os que s@o produzidos no interior das
células sendo depois expulsos por bombas de efluxo, outros em que a maturagao deste
s0 ocorre extracelularmente e também existem aqueles em que célula que produz
modifica as suas estruturas para poder produzir o antibiotico.

A maioria dos antibidticos usados na terapéutica ndo se destinam a atuar sobre
organismo humano (célula eucariota), pelo contrdrio, vdo atuar especificamente no
microrganismo infetante (célula procariota). Cada grupo de antibidticos tem um alvo na
célula bacteriana, a fim de exercerem as suas propriedades de antibiose (figura 5).
Assim os antibioticos tém uma grande afinidade para as células bacterianas e quase sem

efeito nocivo para o Homem, nas doses apropriadas (Sousa, 2006).

Efluxo

parede celular Alvos dos Antibidticos  Resisténcia dos Antibioticos Fluoroguinolonas
B-lactadmicos A Aminoglicosideos
Vancomicina "'\‘ ___oi— Tetraciclinas

Sintese de DNA/RNA | 70
Fluoroquinolonas I 7
Rifamicinas

Imunidade & bypass
Tetraciclinas

— Trimetoprim
Sulfonamidas

Vancomicina

Sintese do Folato Modificagdes de alvo

Trimetropim Fluoroquinolonas
Sulfonamidas Rifamicinas
| . . . Vancomicina
Membrana celular Sintese de Inativadores de enzimas .
. enicilina
Daptomicina proteinas B-lactamicos .
T . Porore Macrélidos
Linezdlidos Aminoglicosideos .
- . Aminoglicosideos
Tetraciclinas Macrolidos
Macrélidos Rifamicina

Figura S5 - Representacdo dos locais de atuacdo dos diferentes grupos de antibidticos (Adaptado de

Wright, 2010)

Apesar da maioria das bactérias com capacidade infeciosa pertencerem

essencialmente a outras familias, recentemente, tem havido referéncias a infe¢des
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oportunistas atribuidas a algumas espécies de bactérias acéticas, tais como o
Acetobacter cibiningencis (Gouby et al., 2007), Acetobacter indonesiensis (Bittar et al.,
2008) e Gluconobacter spp. (Alauzet et al., 2010). E de salientar que algumas das

estirpes responsaveis por estas infegdes oportunistas mostraram ser multirresistentes.

1.8.1 Mecanismos de resisténcia

Ao longo dos anos tém sido produzidas varias classes de antibidticos e para cada
classe existem muitas vezes mais do que um mecanismo de resisténcia. Na maioria dos
casos devem-se a mudancas a nivel genético, ocorrendo uma mutacdo levando a
bactérias anteriormente sensiveis agora serem resistentes (Levy, 2004). As mutagdes
podem ocorrer espontaneamente no DNA cromossémico ou plasmidico devido a erros
de replicacdo. O fluxo de genes de resisténcia entre o cromossoma e elementos
genéticos moveis, como plasmideos, transposdes ou integroes, leva a que esta se
propague facilmente, sendo a ecologia genética da resisténcia a antibioticos muito
complexa (Rhodes et al., 2000; Kiimmerer, 2004). A expressdo dessas alteracdes
genéticas na célula resulta de alteracdes em um ou mais mecanismos biologicos da
bactéria afetada e, em ultima instancia, determina o tipo de resisténcia que as bactérias
desenvolvem, resultando numa infinidade de possiveis formas de resisténcia bioldgica
(Levy, 2004).

Os mecanismos de resisténcia que se podem observar estdo relacionados com a
forma de agdo dos antibioticos (Giroud et al., 1988; Gilman et al., 1996, Ferreira e
Sousa, 1998), existindo quatro mecanismos principais (i) modificacao dos alvos em que
as bactérias, mediante diferentes mecanismos, transformam os alvos de ataque dos
antibidticos para que este ndo se possa ligar e impedir o seu desenvolvimento ou
provocar a sua morte. Um mecanismo comum ¢ a criacdo de uma molécula semelhante,
mas sem afinidade para a molécula de antibidtico, (i) bombas de efluxo que sdo
proteinas que existem na membrana citoplasmatica, o seu papel consiste em expulsar
ativamente as moléculas nocivas para a célula, como os antibioticos, para fora da célula
por transporte ativo ou de sequestra-las na membrana longe dos seus alvos de agdo. Em
geral estas proteinas sdo classificadas em familias de acordo com a sua sequéncia de
aminoacidos: ABC (ATB-Binding-Cassete); MFS (Major Facilitator Superfamily);
RND (Resistance-Nodulation — Division); SMR (Small Multidrug Resistance) e MATE

(Multidrug and Toxic Compound Extrusion) (iil) inativagdo enzimatica, geralmente
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mediada por plasmideos, transposdes e integrdes, podem modificar as moléculas destes
antibiodticos, inativando-as ou reduzindo a sua afinidade para o alvo de acdo e (iv)
impermeabilizacdo dos involucros bacterianos, para que as moléculas de antibidtico
atinjam os alvos de a¢do tém que atravessar até trés involucros celulares (parede celular,
membrana externa e membrana celular), isto acontece por difusdo passiva através de
canais aquosos formados por proteinas designadas porinas (Nikaido, 1998). Uma
modificacdo na permeabilidade destes involucros, por mutagdes de genes estruturais ou
reguladores, pode conduzir a uma incapacidade do antibidtico atingir a sua finalidade
causando um certo grau de resisténcia inespecifica, que afeta compostos de varias

familias de antibioticos.

1.8.2 Antibidticos

1.8.2.1 Antibidticos antiparietais

Estes antibioticos sdao inibidores da sintese do peptidoglicano, que ¢ o principal
constituinte da parede celular que reveste a célula bacteriana. A partir do momento em
que a célula cresce e ocorre a cisdo bindria, a parede celular fica com fragmentos velhos
e frangmentos recém sintetizados no citoplasma. A célula bacteriana passa assim por
trés fases para a biossintese do peptidoglicano:

1) Fase citoplasmatica - sintese de N-acetilglucosamina (NAG) e de acido N-
acetilmuramico (NAMA), as unidades do peptidoglicano em construcao;

2) Fase membranar - transporte das unidades UDP-NAMA-pentapeptideo e UDP-NAG
pela membrana citoplasmatica (bactoprenol), alterando-os formando o par NAG-
NAMA -pentapeptideo.

3) Fase parietal - consiste na coloca¢do das unidades na parede celular da bactéria em
crescimento e promog¢ao da ligacdo entre as unidades e a parede existente, assim
inicia-se com a inser¢do do percursor NAG-NAMA-pentapeptideo no
peptidoglicano formado, ocorrendo depois a ligag@o entre o 3° e o 4° aminoacido de

cadeias peptidicas vizinhas formando assim as pontes interpeptidicas.
As caracteristicas morfologias e quimicas da parede celular fazem também desta

responsavel pelas diferentes respostas que as bactérias Gram positivo e Gram negativo

dao ao teste de Gram sendo assim possivel dividi-las nestes dois grupos. A parede
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celular das bactérias Gram positivo ndo coloca entrave a entrada destes antibioticos,
mas das bactérias Gram negativo constitui uma barreira de permeabilidade. Dos
antibidticos antiparietais varios atuam nas diferentes fases de sintese do peptidoglicano,
por exemplo a fosfomicina na fase citoplamatica, os glicopetideos na fase membranar e

os B-lactamicos na fase parietal (Sousa, 2006).
1.8.2.1.1 Fosfomicina

A fosfomicina ¢ o 4cido L-cis-1,2-epoxi-propilfosfonico e ¢ um antibidtico
bacteriolitico de baixo peso molecular, que atua nas fases iniciais da biossintese do
peptidoglicano (intracelular). Ocorre assim a inativacdo de forma irreversivel a enzima
bacteriana enolpiruvato-transferase ocupando o lugar do fosfoenolpiruvato (PEP).
Assim a reagdo entre o UDP-N-acetilglucosamina e o PEP ndo se d4, consequentemente
deixa de se poder realizar o primeiro passo da sintese da parede celular. Em termos de
espectro antibacteriano este atua melhor nas bactérias Gram negativo do que nas
bactérias Gram positivo. A resisténcia bacteriana esta associada a mutagdes que afetam
o sistema de transporte da fosfomicina (permeases) através da membrana citoplasmatica
(resisténcia cromossomica) € ao gene fosA, presente num grande plasmideo, encontrado
essencialmente em bactérias de Gram negativo € ndo em de Gram positivo (Sousa,

2006).

1.8.2.1.2 B-lactamicos

Os antibioticos B-lactamicos, sdo dos grupos de antibidticos mais importantes
devido a sua elevada eficacia terap€utica, baixa toxicidade para os animais, incluindo o
Homem e larga diversidade de compostos. Estes impedem a biossintese do
peptidoglicano, atuando na fase parietal, ou seja na fase final. Os B-lactdmicos ligam-se
as PBPs (Penicillin-Binding-Proteins), que s3a0 enzimas que promovem O
estabelecimento de pontes interpeptidicas (cross-linking) entre as cadeias peptidicas
vizinhas do peptidoglicano em crescimento, inibindo-as irreversivelmente e
consequentemente impedindo a sintese do peptidoglicano, ocorrendo falha na
sustentabilidade da parede e subsequente lise celular. Exitem quatro grupos destes
antibioticos distintos: as penicilinas, as cefalosporinas, os monobactamicos e o0s
carbapenemos. A resisténcia, a estes antibioticos, ¢ comum em bactérias Gram positivo
e Gram negativo e ¢ mediada por quatro etapas: modificacdo dos alvos (PBPs),

impermeabilizacdo da membrana externa, bombas de efluxo e hidrdlise enzimatica dos
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3-lactamicos por B-lactamases (etapa de resisténcia mais importante para este grupo)
(Sousa, 2006). As B-lactamases caracterizam-se por um grupo heterogéneo de enzimas
capazes de inativar as penicilinas, cefalosporinas e por vezes os monobactamicos. Estas
enzimas plasmidicas ou cromossomicas hidrolizam a ligacao peptidica que caracteriza o
anel B-lactamico (ligagdo CO-N), inativando o antibiotico (Majiduddin et al., 2002). O
maior problema relativo a resisténcia mediada por B-lactamases sdo as ESBL (8-
lactamases de espectro alargado) que constituem um grupo de enzimas que derivam das
3-lactamases cléssicas, TEM-1, TEM-2 e SHV-1, por mutagdes pontuais no seu centro
ativo e foram assim denominadas devido ao facto da maioria dessas enzimas serem
codificadas por genes localizados em plasmideos (Jacoby e Sutton, 1991). Estes
conferem assim resisténcia bacteriana a outros antibidticos como a penicilina, as
cefalosporinas (1%, 2% e 3" geragdo) e ao aztreonamo pela hidrélise dos mesmos. Os
inibidores de P-lactamases sdo o acido clavuldnico, o tazobactam e o sulbactam
(Williams, 1999; Paterson e Bonomo, 2005; Sousa, 2006). Estes compostos tém
estruturas idénticas (biciclica) com o anel B-lactaimico que a enzima hidrolisa ficando
unida, irreversivelmente, ao contrario do que se sucede com os antibioticos
convencionais, ndao podendo voltar a atuar sobre outras moléculas B-lactamicas, sao

considerados inibidores suicidas (Williams, 1999).

1.8.2.2 Antibioticos inibidores da sintese proteica

Estes antibioticos atuam no complexo ribossomal 70S bacteriano, tendo como
alvos as subunidades 30S ou 508, sendo inofensivos para a sintese proteica nas células

eucarioticas.

1.8.2.2.1 Aminoglicosideos

A gentamicina, a canamicina, a tobramicina e a estreptomicina pertencem a este
grupo de antibidticos, que apresentam um anel aminoclitol, derivado do inositol, unido a
agucares aminados, através de ligagdes glicosidicas. Tém elevada atividade contra
bacilos Gram negativos, aerdbios e tém efeitos pleiotropicos sobre a célula bacteriana
(inibicdo da sintese proteica, produgdo de proteinas andmalas non sense, alteragdo da
permeabilidade celular e inibicao da replicagdo do DNA). Estes antibidticos possuem

bastantes vantagens como a estabilidade metabolica, rapida acdo bacteriana, largo
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espectro de acdo antibacteriana, sinergismos com os antibidticos B-lactamicos e raros
fenémenos de hipersensibilidade. A inibi¢do da sintese proteica ¢ o principal
mecanismo de morte celular, sendo que o recetor ribossomal para a maioria dos

aminoglicosideos ¢ a subunidade 30S do rRNA 16S (Sousa, 2006).

1.8.2.2.2 Tetraciclinas

As tetraciclinas caracterizam-se por possuir um nucleo hidroxinaftaceno
(formado por quatro anéis benzdnicos fundidos) e inibem a sintese proteica, ao nivel da
subunidade 30S dos ribossomas. Impossibilitam a ligacdo dos aminoacil — tRNA (s) aos
ribossomas, barrando a ligacdo coddo-anticoddo entre o tRNA e o local A dos
ribossomas (Chopra e Roberts, 2001). Estes antibidticos sdo considerados de largo
espectro, ativos contra bacilos Gram positivo € Gram negativo aerdbios-anaerdbios
facultativos, no entanto, tem vindo a observar-se uma elevada prevaléncia de
resisténcias as tetraciclinas (Sousa 2006). Frequentemente as resisténcias as tetraciclinas
sdo devidas, a impermeabilizagdo da membrana externa das bactérias Gram negativas, a
mutacdo ribossomica, a fraca incorporacdo intracelular e ao elevado efluxo de
antibiodtico e a protegao ribossomal. Mas o principal mecanismo de resisténcia
bacteriana aos antibioticos desta familia sdo as bombas de efluxo que ¢ especificado por
diferentes determinantes genéticos de resisténcia, os genes tet, que codificam as
proteinas TET (proteinas associadas a membrana citoplasmatica que exportam as

tetraciclinas para fora da célula bacteriana) (Sousa 2006).

1.8.2.2.3 Cloranfenicol

O cloranfenicol atua em bactérias tanto Gram negativo como Gram positivo.
Tem efeito na subunidade 50S, barrando a atuagdo da transpeptidase, pois este
antibidtico liga-se a subunidade, na cavidade da peptidiltransferase, impedindo assim a
ligagdo do aminoacil-tRNA ao local do ribossoma interferindo com a transferéncia do
residuo peptidil do peptidil-tRNA para o aminoacil-tRNA, inativando a transpeptidase
(Sousa, 2006). A modificagdo enzimatica do cloranfenicol ¢ o mecanismo de resisténcia
mais comum, tornando-o inativo. O gene cat codifica para as O-acetiltransferases
bacterianas que promovem a acetilagdo da molécula de cloranfenicol em C3 originando
derivados acetoxi, destituidos de propriedades antibiodticas (Yoo et al., 2003). Estes

genes podem ter localizagao plasmidica ou cromossémica.
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1.8.2.2.4 Macrdlidos

Os macrolidos (eritromicina) atuam ao nivel da subunidade 50S dos ribossomas,
bloqueando o local P, inibindo a transpeptidase/ translocagao. Muitas bactérias de Gram
negativo sdo intrinsecamente resistentes a este antibidtico e a sua forma de resisténcia
mais frequente ¢ a resisténcia cruzada aos Macrolidos-Lincosamidas-Streptogramina B
(resisténcia MLSB). Esta resisténcia deve-se a N.N’-dimetilagdo da adenina na posi¢ao
2058 no rRNA 23S, mediada por uma metilase, produto do gene erm (Schwarz et al.,
2002). Outro mecanismo de resisténcia bacteriana aos macrdlidos sdo as bombas de
efluxo, geradas por produtos do gene mef, no entanto este mecanismo ndo ¢ eficaz em

todas as moléculas do grupo (Wierzbowski et al., 2005)

1.8.2.3 Antibioticos inibidores da sintese dos acidos nucleicos

1.8.2.3.1 Quinolonas

As quinolonas podem ser de primeira, segunda, terceira e quarta geragdo sendo
classificadas de acordo com o seu espectro de atividade, assim, a medida que o espectro
de atividade aumenta maior a atividade contra Gram positivas € menor contra Gram
negativas. As quinolonas atuam mediante a inibi¢do da DNA girase (Topoisomerase II)
codificada pelos genes gyrA e gyrB (principal alvo nas bactérias Gram negativo). Estes
antibidticos ligam-se especificamente ao extremo N-terminal de GyrA, mediante a
proteina do centro ativo ¢ impedem a unido DNA-proteina — e da topoisomerase 1V
codificada pelos genes parC e parE (principal alvo das quinolonas de 3* geragdo nas
bactérias de Gram positivo). A sua atuacdo contra as topoisomerases faz com que as
quinolonas interfiram com o enrolamento do DNA, impedindo a replicacdo e a
transcricdo do mesmo. A forma de resisténcia mais comum para este grupo de
antibioticos ¢ a mutacdo das enzimas alvo (Topoisomerase II e IV) (Poole, 2000;
Hooper, 2001). A ciprofloxacina, moxifloxacina, enrofloxacina, levofloxacina e acido

nalidixico sao exemplos desta familia de antibioticos.

33



1.8.2.4 Antibioticos antimetabolitos

1.8.2.4.1 Sulfonamidas / Trimetropim

As sulfonamidas/Trimetropim impedem o crescimento bacteriano por privagao
de acido folico, indispensavel para o crescimento celular. A célula bacteriana incorpora
PABA e Pteridina no &cido dihidropteroico, por via da a¢do da enzima dihidropteroato
sintetase (DHPS). O 4&cido dihidropteoico juntamente com o glutamato, gracas a
intervenc¢do da enzima dihidrofolato sintetase (DHFS) vai produzir o acido dihidrofélico
(DHF) e pela acdo da enzima dihidrofolato redutase (DHFR) produz o acido
tetrahidrofolico (THF). Quando o trimetropim e as sulfonamidas sdo usados em
associacao desenvolvem um efeito sinergético e bactericida, reduzindo-se sobretudo, o
desenvolvimento de resisténcia microbiana, em relagdo a monoterapia. O principal
mecanismo de resisténcia sdo as muta¢des cromossomicas. A alteragcdo da constitui¢ao
enzimdtica da célula bacteriana, nomeadamente as estruturas DHPS (codificada pelo
gene dhps) e DHFR (codificada pelo gene dhfr), conferem-lhes baixa afinidade para os
compostos antibacterianos, sendo este um dos mecanismos principais para a aquisi¢ao

de resisténcia a estes compostos (Sousa, 2006).
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2. Objetivos

Um vinagre ¢ o produto obtido exclusivamente pelo processo biologico de dupla
fermentacgdo, alcodlica e acética, de produtos de origem agricola, sendo que as bactérias
acéticas sao as responsaveis pela oxidacdo do etanol a &cido acético, o principal
constituinte do vinagre. Este processo ¢ tradicionalmente levado a cabo pela designada
“mae do vinagre” que se caracteriza por uma mistura desconhecida destas bactérias
existentes na matéria-prima. A sele¢do de culturas starter para obtencao de vinagres de
qualidade, com caracteristicas sensoriais interessantes, tem ganho um crescente
interesse, sendo que estas estirpes deverdo ter capacidade de resistir as condigdes
adversas, normalmente encontradas durante o processo. As caracteristicas bdasicas
reconhecidas de uma estirpe de BAA, para a producdo de vinagre incluem a oxidacao
eficiente e preferencial do etanol, rapida produgdao de acido acético, tolerancia a
elevadas concentragdes de acido acético sem oxidacdo completa, resisténcia a baixos
valores de pH e capacidade de crescimento num grande intervalo de temperaturas.

Com este trabalho pretendeu caracterizar-se uma cole¢do de bactérias acéticas,
com vista a selegdo de potenciais culturas-starter. Para isso, 70 isolados naturais,
provenientes de uvas, mostos, vinhos e vinagres, foram testados quanto a sua resisténcia
a diferentes valores de etanol, SO,, acido acético, temperatura e pH. Adicionalmente,
foi avaliada a sua capacidade de producdo de aminas biogénicas (histamina, putrescina e
tiramina), compostos importantes em termos de seguranca alimentar, pela sua potencial
toxicidade para o consumidor.

A identificacdo de bactérias acéticas por métodos morfologicos, fisiologicos e
bioquimicos ¢ um processo moroso conduzindo por vezes a resultados ambiguos.
Assim, foi também objetivo deste trabalho avaliar a aplicacdo da técnica de MSP-PCR
fingerprinting, usando os primers, M3, (GTG)s, e ERIC1 ERIC2 com vista a
identificacdo e/ou tipificacdao dos 70 isolados da colecao.

Atualmente existe muita informagdo sobre a prevaléncia de resisténcia a
antibioticos em bactérias de origem clinica, mas pouco ou nada se sabe sobre a
suscetibilidade aos antibidticos em bactérias comensais, aparentemente inofensivas,
presentes nos alimentos como as bactérias acéticas. No entanto, recentemente tém
surgido referéncias a infecdes oportunistas em humanos, atribuidas a algumas espécies
pertencentes a familia Acetobacteriaceae. Assim, foi ainda objetivo deste trabalho

avaliar a suscetibilidade de alguns dos isolados a diferentes grupos de antibidticos.
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3. Material e Métodos

3.1 Estirpes bacterianas — Neste estudo foram utilizadas 70 isolados de uma cole¢do
de bactérias acéticas pertencentes a unidade de Microbiologia de Biotecnologia dos
Vinhos do IBB/CGB-UTAD, provenientes de amostras de uvas sds, uvas podres,
mostos, vinhos, vinhos alterados e vinagres. Os isolados foram anteriormente
identificados presuntivamente a nivel de género pela observagdo do seu crescimento em
meio Carr, teste da catalase e coloracdo de gram (Martins 2010). Foram também
incluidas 7 estirpes de referéncia pertencentes a Colec¢do Espanhola de Culturas Tipo -

CECT (Quadro 6).

Quadro 6 - Lista das estirpes em estudo

Isolados Amostra Origem Identificacido Carr agar Antibiograma

1 A5 Vinho alterado Acetobacter/Gluconacetobacter

2 A6*? Vinagre Caseiro Acetobacter/Gluconacetobacter

3 A6 Vinagre Caseiro Acetobacter/Gluconacetobacter

4 A7 Vinho alterado Acetobacter/Gluconacetobacter

5 A7 Vinho alterado Acetobacter/Gluconacetobacter

6 A6'*? Vinagre Caseiro Acetobacter/Gluconacetobacter Sim
7 A6’ Vinagre Caseiro Acetobacter/Gluconacetobacter Sim
8 Al4 Vinho alterado Acetobacter/Gluconacetobacter Sim
9 A27 Vinagre caseiro Acetobacter/Gluconacetobacter

10 A27 Vinagre caseiro Acetobacter/Gluconacetobacter

11 A27 Vinagre caseiro Acetobacter/Gluconacetobacter Sim
12 A29 Vinho alterado Gluconobacter Sim
13 A29 Vinho alterado Acetobacter/Gluconacetobacter

14 X1* Vinho alterado Acetobacter/Gluconacetobacter

15 X1 Vinho alterado Acetobacter/Gluconacetobacter

16 X1 Vinho alterado Acetobacter/Gluconacetobacter

17 X1'*? Vinho alterado Acetobacter/Gluconacetobacter

18 X1' Vinho alterado Acetobacter/Gluconacetobacter

20 A3l Uvas sis Acetobacter/Gluconacetobacter
21 A32* Uvas podres Acetobacter/Gluconacetobacter

22 A32 Uvas podres Acetobacter/Gluconacetobacter
23 A32 Uvas podres Acetobacter/Gluconacetobacter
24 A32 Uvas podres Acetobacter/Gluconacetobacter
25 A32 Uvas podres Acetobacter/Gluconacetobacter
26 A32 Uvas podres Acetobacter/Gluconacetobacter
27 A32'* Uvas podres Acetobacter/Gluconacetobacter
28 A32' Uvas podres Acetobacter/Gluconacetobacter
29 A33 Mosto Acetobacter/Gluconacetobacter
30 A33 Mosto Acetobacter/Gluconacetobacter Sim
31 A36 Vinagre caseiro Acetobacter/Gluconacetobacter
32 A36 Vinagre caseiro Acetobacter/Gluconacetobacter
33 A36 Vinagre caseiro Acetobacter/Gluconacetobacter Sim
34 A36 Vinagre caseiro Acetobacter/Gluconacetobacter
35 CECT 298+ REF 1 Sim
36 CECT 360%*° REF 3
37 CECT 824*° REF 5 Sim
38 CECT 944** REF 6a Sim
40 75PQCCII Vinho tinto Gluconobacter Sim
41 14BADSI Vinho tinto Gluconobacter Sim
42 76PQc Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
43 ALEXS8f Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
44 7TAQSft Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
45 SAQSb Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
46 17AQSf Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter Sim
47 19AQSe Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
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Quadro 6 — Lista das estirpes em estudo (continuagao)

Isolados Amostra Origem Identificacido Carr agar Antibiograma
48 24AQSe Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter Sim
49 7BAc Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter Sim
50 18'BAf Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
51 07BAa02 Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
52 45'BAa00 Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
53 45'BAa01 Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter Sim
54 71PQc Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
55 71PQe Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter Sim
56 72PQa Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
57 14VRc Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
58 14'VRf Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
59 14'VRp Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
60 20VRb Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
61 72VRd Vinho tinto Gluconobacter Sim
62 75VRb Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
63 14'VRh Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
64 6VIRGa Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
65 8VIRGd Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
66 14'VRh Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter Sim
67 QPcimla Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
68 QPcim2g Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
69 QPcim2g Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter Sim
70 1QPa Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
71 3QPa Vinho tinto Acetobacter/Gluconacetobacter
72 9QPc Vinho tinto Gluconobacter Sim
80 CECT315° REF 2
81 CECT 473" REF 4
82 CECT5830™ REF 7
83 1SBAf Vinho tinto Acetobacter pasteurianus
84 14'VRf Vinho tinto Acetobacter pasteurianus
85 70PQc Vinho tinto Acetobacter pasteurianus
89 A3l Uvas sds Acetobacter/Gluconacetobacter

*ICECT 298" Acetobacter aceti; ** CECT 360 Gluconobacter oxydans; * CECT 824 Acetobacter pasteurianus; * CECT 944
Acetobacter sp; *° CECT 315 Gluconobacter oxydans; *° CECT 473 Gluconacetobacter xylinus; ¥ CECT5830" Acetobacter oeni.
** Nas amostras A6, A32 e X1 procedeu-se ao isolamento de bactérias acéticas em 2 tempos distintos, dai a designagdo A6 e A6’,

A32eA32"eXleXl".

3.2 Armazenamento das estirpes — Todas as estirpes foram mantidas a -80°C em
criotubos em meio de cultura Carr suplementado com glicerol (20%). A composi¢do
deste meio ¢ a seguinte (g/L): extrato de levedura 20, glucose 5, verde de bromocresol
0,022, agar 20. O pH foi acertado a 5,5 antes da esterilizagdo a 121°C durante 15
minutos em autoclave. Apds o arrefecimento do meio de cultura a 50°C, 2% de etanol

foi adicionado em condi¢des asséticas.

3.3 Caracterizacao fenotipica dos isolados

Neste trabalho, os isolados foram submetidos a testes de resisténcia/tolerancia ao
SO,, 4cido acético, etanol e pH. Para todos os ensaios a formulacdo original do meio
Carr (0 mg/L de SO, 0% acido acético, 2% etanol, pH 5.5) foi usada como controlo. O
efeito cruzado da temperatura na resisténcia das bactérias acéticas aos diversos fatores

testados foi avaliado por incubacdo das placas a trés temperaturas diferentes. Antes de
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cada ensaio as estirpes foram pré-cultivadas durante a noite em meio Carr liquido a
30°C. Para todos os testes de resisténcia, 3 pl de uma suspensdo de células (DOgsonm=
0.010) foram depositados na superficie dos diferentes meios a testar. As placas foram
incubadas a 20°, 30° e 37°C durante 5 dias. Para cada uma das condicoes testadas foi
atribuida uma classificacio de um (crescimento ativo/normal) ou zero (sem
crescimento), por comparacdo com o crescimento observado na condi¢cdo controlo. A
classificacdo final de resisténcia dos isolados foi obtida pela atribuicdo do valor médio

para cada uma das condicdes testadas.

3.3.1 Resisténcia ao SO; - A resisténcia ao SO, foi testada em meio Carr sélido (pH
3.5), suplementado com SO, a uma concentracao final de 32, 64, 96 e 128 mgl'1 de SO,
O SO, foi incluido nos meios de cultura por adi¢ao de iguais volumes de solugdes stock
de metabissulfito de s6dio em agua, com pH ajustado a 3.5, por forma a obter as

concentragdes finais a serem testadas.

3.3.2 Resisténcia ao acido acético - A resisténcia ao acido acético, 1, 2, 4, e 7% (v/v)
foi avaliada em meio Carr pela adigdo de uma solugdo de 4cido acético com o pH

acertado a 4,0.

3.3.3 Resisténcia ao etanol - A resisténcia ao etanol foi avaliada no meio Carr a pH 5,5
com diferentes concentracdes de etanol (8, 12 e 20% (v/v). Dado que o meio Carr j& tem
2% de etanol na sua composicao original, foi ainda testado o crescimento dos isolados

neste meio ndo suplementado com etanol.

3.3.4 Resisténcia ao pH - A resisténcia ao pH foi avaliada fazendo variar o pH do meio

Carr (2,5, 3,5, 4,5 ¢ 6,5).

3.4 Producdao de aminas biogénicas — Para a detegdo da produgdo das aminas
biogénicas (putrescina, histamina e tiramina), foram utilizados trés meios de cultura
diferentes, com as seguintes composi¢des (g/L) (i) Ornitina descarboxilase agar (L-
ornitina 5, extrato de levedura 3, glucose 1, purpura de bromocresol 0,015, agar 20), (ii)
Histidina descarboxilase agar (L-histidina 5, extrato de levedura 3, glucose 1, purpura
de bromocresol 0,015, agar 20) e (iii) Tirosina descarboxilase agar (L-tirosina 5, extrato

de levedura 3, glucose 1, purpura de bromocresol 0,015, agar 20). O pH de todos os
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meios foi acertado a 6,8 e posteriormente procedeu-se a sua esterilizagdo a 121°C
durante 15 minutos. A capacidade de producdo de aminas biogénicas foi avaliada pela
observagao de alteragdao de cor do indicador de reagdo. A atividade das descarboxilases
e consequente produgdo de aminas biogénicas conduz a um aumento do pH, que faz

com que o indicador purpura de bromocresol, mude de amarelo para purpura.

3.5 Perfil de suscetibilidade aos antibidticos — A avaliacdo da suscetibilidade aos
antibioticos foi realizada através do método de difusdo de Kirby-Bauer segundo as
normas do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2007) com as seguintes
modificacdes: a utilizagdo do meio Carr agar e a temperatura de incubacdao a 30°C
durante 24 a 72 horas. Depois da incubacdo, as estirpes foram classificadas como
sensiveis (S), intermédias (I) ou resistentes (R) de acordo com as normas do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006). Foram testados 27 antibioticos
normalmente utilizados para as bactérias Gram negativo: Amoxicilina (AML)),
Amoxicilina + Acido Clavulanico (AMC5), Piperacilina (PRL,o), Piperacilina +
Tazobactam (TZP;0), Ticarcilina (TIC7s), Ticarcilina + Acido Clavulanico (TIMgs);
Cefalotina (KF3p), Cefoxitina (FOXj3p); Cefotaxima (CTXj3p), Ceftazidima (CAZj),
Ceftriaxona (CRO3), Cefipima (FEP), Aztreonamo (ATMjg), Imipenemo (IPMy),
Meropenemo (MEMjy), Fosfomicina (FOSsp), Gentamicina (CNjg), Canamicina (K3),
Tobramicina (TOBjy), Amicacina (AKjg), Estreptomicina (S;o), Tetraciclina (TE3y),
Acido nalidixico (NA3zg); Ciprofloxacina (CIPs), Eritromicina (E;s), Co-trimoxazol

(SxT5s) e Cloranfenicol (Csy).

3.6 Extracio de DNA — O DNA total foi extraido pelo método de tiocianato de
guanidina (Pitchern et al., 1989). Os pellets obtidos de cada cultura foram lavados duas
vezes com tampao TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) e ressuspendidos em
250 ul TE contendo lisozima (10 mg/ml) e incubadas overnight a 37 °C. A lise completa
das células foi realizada pela adi¢do de 500 pl de reagente GES (SM tiocianato de
guanidina, 100 mM EDTA pH 8,0, 0,5% v/v sarcosil) misturado por inversdo, seguida
de incubagdo em gelo. Apods a adi¢do de 250 pl de 10 M acetato de amonio € mais 10

min de incubagdo em gelo, os 4acidos nucléicos (fase aquosa) foram extraidos com 1 ml
de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v:v). Ap6s uma centrifugacdo (vmax. 10 min.) o

sobrenadante obtido foi transferido para um tubo eppendorff e precipitado com volume
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igual de isopropanol frio. O pellet foi lavado com etanol 70% (v/v) e ressuspendido em
20 pl de tampdo TE. A concentracdo de DNA foi determinada num biofotémetro pela
leitura da absorvancia a 260 nm e aplicando a relacdo: 1 UA = 50 ng/ml. As amostras de
DNA foram armazenadas a 4-8 © C. Para as reagdes de PCR as amostras foram diluidas

a uma concentragdo de = 50 ng ul'l.

3.7 Caracterizacao genotipica e identificacao das estirpes

A caracterizacdo genotipica foi realizada por PCR-fingerprinting utilizando-se
os primers, M13 (5'-GAGGGTGGCGGTTCT-3’), (GTG)s (5'-GTGGTGGTGGTGGT
G-3’), e ERIC1 (5'- ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3), ERIC2 (5'- AAGTAAGT
GACTGGGGTGAGCG-3’). Assim, ap6s a extracao de DNA, o DNA foi amplificado
recorrendo aos primers obtendo-se os respetivos perfis de PCR-fingerprinting. Para a
realizacdo do PCR-fingerprinting com os primers M13 e (GTG)s, seguiu-se o protocolo
descrito por Meyer et al., (1993). As reagdes de PCR foram realizadas em misturas de
25ul contendo 50 ng de DNA gendmico molde, 400 uM de cada desoxiribonucle6tido,
2,5 mM de cloreto de magnésio, 50 pmoles do primer e 1U de Taq DNA polimerase em
tampao apropriado. As amplificacdes foram realizadas num termociclador Biometra
TGradient de acordo com o seguinte programa, desnaturacao inicial a 94°C durante 5
minutos, seguida de 40 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94°C, 2 minutos de
annealing a 50°C, 2 minutos de extensdo a 72°C e uma extensdo final de 7 minutos a
72°C. Para a realizacao do PCR-fingerprinting com os primers ERIC1 e ERIC2, seguiu-
se o protocolo descrito por Versalovic et al., (1991). As reacdes de PCR foram
realizadas em misturas de 25 pul contendo 50 ng de DNA gendémico molde, 400 uM de
cada desoxiribonucleotido, 2,5 mM de cloreto de magnésio, 50 pmoles de cada primer e
1 U de Taq DNA polimerase em tampao apropriado. Todos os reagentes foram
adquiridos a Invitrogen. As amplificagdes foram efetuadas num termociclador Biometra
TGradient de acordo com o seguinte programa, desnaturagdo inicial de 7 min a 95°C
seguida de 30 ciclos de 1 min de desnaturacdo a 94°C, 1 min de annealing a 52°C e 8
min de extensdo a 65°C e uma extensao final de 18 min a 65°C. Os perfis de ERIC-PCR
fingerprinting foram resolvidos por electroforese (TBE 0,5X; 2,7 V/cm; 3h), em gel de
1,2% agarose (adicionado de brometo de etideo, com concentracdo final de 0,1 pg/ml)
em que se utilizou 1 Kb DNA Ladder TrackIt™ (Invitrogen) como marcador de massa

molecular. Procedeu-se a aquisicdo de imagem utilizando o sistema Bio-Rad GelDOC
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EQ. As imagens foram analisadas no software BioNumerics versao 6.1 (Applied
Maths). Apos extragdo dos perfis densitométricos aplicou-se o coeficiente de correlacao
linear de Pearson, para estimar as semelhangas entre os fingerprints obtidos, e procedeu-
se ao agrupamento das estirpes pelo método de aglomeragao baseado na distancia média

nao ponderada (UPGMA).

3.7.1 Sequenciacio parcial de rDNA 16S

A amplificagdo por PCR do rDNA 16S foi realizada utilizando os primers PA
(5> AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) e PH (5" AAGGAGGTGATCCAGCCGCA
3’). As reagdes de PCR foram realizadas em misturas de 50 ul contendo 20-30 ng de
DNA gendémico molde, 200 mM de cada desoxiribonucledtido, 2 mM de cloreto de
magnésio, 50 pmoles de cada primer e 2 U de Taq DNA polimerase em tampao
apropriado. O programa de amplificacdo consistiu num passo inicial de desnaturacdo de
5 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 56°C e 1 min a 72°C e de um
ciclo final de extensao de 5 min a 72°C. As amplificagdes foram efetuadas num
termociclador Biometra. A amplificagdao do rDNA 16S foi confirmada por electroforese
em gel de 1,2% de agarose (TBE 0,5X; 3 V/cm; 1 h 30 min).

Os produtos amplificados foram purificados utilizando um sistema comercial
baseado em colunas de silica (JETQUICK Spin Column Technique;, Genomed) e
enviados para o Laboratorio de Sequenciagao da STABVIDA para sequenciagdo parcial
do rDNA 168 utilizando o primer 907R (5' CCGTCAATTCCTTTGAGTTT 3', Muyzer
et al., 1996). As sequéncias parciais de tDNA 16S editadas foram exportadas para
ficheiros de texto e procedeu-se a comparagdo com sequéncias disponiveis nas bases de
dados publicas (GenBank) utilizando o algoritmo BLASTN (Altschul et al., 1990). A
identificacdao a nivel de espécie foi realizada de acordo com o critério de homologia
maxima. Para cada sequéncia identificada foi seleccionada a sequéncia com que

apresentava maior percentagem de homologia.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacgao fenotipica

Um dos objetivos deste trabalho foi caracterizar a colecao de 70 isolados de
bactérias acéticas de diferentes origens, quanto a sua capacidade de crescer em
diferentes condi¢des adversas, que estas bactérias terdo que enfrentar durante a

producao de vinagre.

4.1.1 Temperatura

A temperatura Otima para o crescimento das bactérias acéticas situa-se entre
25°C e 30°C, apesar de terem ja sido encontradas estirpes capazes de crescer a
temperatura de 40°C (Ndoye et al 2006, Saeki et al., 1997) e inferiores a 10°C (Benito,
2005). Uma vez que a oxidagdo do etanol a acido acético € um processo exotérmico, a
utilizagdo de estirpes termo-tolerantes poderd sera benéfica ndo s6 por se evitar
paragens do processo quando a temperatura se eleva, mas também por permitir a
redugdo dos custos de arrefecimento dos reatores (Gullo e Guidici 2008).

Neste trabalho todos os isolados testados cresceram em meio Carr (2% de
etanol) as trés temperaturas testadas (20, 30 e 37°C). No entanto, verificAmos que a
capacidade de crescer neste intervalo de temperaturas ¢ condicionada pelos niveis de

etanol, acido acético, SO, e pH, como sugerido por Du Toit e Pretorious (2002).

4.1.2 Etanol

A presenga de etanol inibe o crescimento e a viabilidade das células, afetando
principalmente a membrana plasmatica pela alteragdo da organizagdo e permeabilidade
da membrana que conduz a acumulagao de solutos e o fluxo de protdes. A tolerancia ao
etanol ¢ uma caracteristica tecnoldgica importante uma vez que os vinagres tradicionais
sdo feitos a partir de vinhos cujo teor alcoolico podera variar entre 4-10% (Gullo e
Giudici, 2008), sendo que ¢ reconhecida uma grande variabilidade entre estirpes de
bactérias acéticas. Varios estudos limitam o crescimento de bactérias acéticas na
presenga de 9 a 13% de etanol (Moonmangmee et al., 2012, Kappeng e Pathom-aree,
2009; Stoica et al., 2009). De acordo com Stoica et al., (2009), as bactérias acéticas

podem ser classificadas em 3 grupos, de acordo com a sua resisténcia ao etanol:
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bactérias acéticas de fraca resisténcia (6 a 7% de etanol), bactérias acéticas de média
resisténcia (9 a 11% de etanol) e bactérias acéticas resistentes (11 a 13% de etanol)
Como pode ser observado na figura 6, os isolados estudados conseguiram
crescer na presenca de etanol até 8%, independentemente da temperatura de
crescimento. Como esperado, o efeito da toxicidade do etanol foi mais evidente, a
medida que se elevou a temperatura de incubagdo. Os nossos resultados mostram que
para 12% de etanol 86, 83 e 49% dos isolados testados sdo resistentes conseguindo

crescer a 20, 30 e 37°C, respetivamente.

100 - m20°C
- 80 - m30°C
g 60 - 37°C
o
2 70 -

0
0 | 2 | 8 | 12 | 20
Etanol (%)

Figura 6 - Efeito do etanol no crescimento a diferentes temperaturas.

Num estudo anterior Krisch e Szajani (1997) mostraram que a taxa de
sobrevivéncia de uma estirpe de Acefobacter aceti, na presenca de 20% de etanol era de
60 — 70%. Neste estudo, na presenca de 20% de etanol, verificou-se uma redugdo
significativa do numero de isolados resistentes, diretamente relacionada com a
temperatura de incubagdo, sendo que apenas o isolado 26 foi capaz de crescer a 37°C.
Este isolado, pela sua capacidade de crescer a tdo elevados niveis de etanol e
temperatura podera ser interessante para a aplicagdao industrial no fabrico de vinagres
feitos a partir de vinhos generosos. E de salientar, contudo, que o facto de uma estirpe
apresentar uma elevada tolerdncia ao etanol ndo significa que o seu potencial de

oxidac¢do do etanol a acido acético seja o mais eficiente.

4.1.3 Acido acético

O é4cido acético ¢ um produto da oxidacdo do etanol e inibe a fermentagdo
acética de uma forma exponencial. Nas leveduras, os mecanismo da sua toxicidade

envolve a acetificagdo do citoplasma e a modificagdo de certas enzimas da glicolise
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(Pampulha e Loureiro-Dias, 1990). Nas bactérias acéticas, os mecanismos de resisténcia
conhecidos a concentracdes moderadas a elevadas de acido acético, presentes no
vinagre incluem (i) a assimilacdo de acetato através do ciclo de TCA (Fukaya et al.,
1993), (i1) a excrecao de acetato por sistemas de efluxo (Matsushita et al., 2005), e (iii)
modificagdes na composi¢do lipidica e polissacarido da parede celular bacteriana
(Takemura et al., 1991). Contudo, a adaptagdo das estirpes a elevadas concentracdes de
acido acético parece ser um pré-requisito para uma elevada resisténcia a este composto
(Lasko et al., 2000). Assim o acido acético produzido pelas bactérias acéticas durante a
oxidacdo do etanol vai ser toxico existindo, no entanto, uma adaptacdo a niveis
crescentes deste acido o que se podera traduzir numa maior resisténcia a0 mesmo
(Kittelman et al., 1989).

Como pode ser observado na figura 7 os isolados conseguiram crescer na
presenca de acido acético até 2%, independentemente da temperatura de crescimento.
Na presenca de 4% verificamos um grande descréscimo no numero de isolados
resistentes, sendo que a 7% nenhum foi capaz de crescer independentemente da
temperatura de incubagdo. Estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores que
limitavam o crescimento de BAA a meios contendo 6 a 7% de acido acético (Krisch e

Szajani, 1997; Boesch et al., 1997; Schiiller et al., 2000; Stoica et al., 2009).

m20°C
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£ 60 -
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Y 40 -+
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Acido Acético (%) |

Figura 7 - Efeito do acido acético no crescimento a diferentes temperaturas

Seria de esperar que as estirpes mais resistentes fossem provenientes de amostras
de vinagre, contudo a resisténcia foi independente da origem dos isolados. Esta
observagdo podera ser devida ao facto das estirpes terem sido isoladas de amostras de
vinagres caseiros € ndo comerciais, podendo na altura do isolamento ainda nao ter sido
atingido um teor elevado de acido acético. Por outro lado, a resisténcia ao acido acético

pode também depender do meio onde as bactérias acéticas crescem, que pode ndo ser o
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mais adequado para responder as suas necessidades, para se adaptarem a uma nova

situagdo de stress (Shafiei e Thonart, 2012).

4.1.4 SO,

Os efeitos do SO, no crescimento e sobrevivéncias das bactérias acéticas ainda
ndo foram totalmente explorados (Drysdale e Fleet, 1988; Bartowsky e Henschke,
2008). No entanto sabe-se que as quantidades de SO, utilizadas nos vinhos nao sao
suficientes para eliminar as bacterias acéticas (Joyeux et al., 1984a). Estudos feitos por
Watanabe e Lino (1984) verificaram que era necessario 100mg/L de SO2 para controlar
o crescimento das bactérias acéticas. Mais recentemente Du Toit et al., (2005)
demonstraram que apenas 75mg/L de SO, era suficiente para o efeito.

Na figura 8 apresentam-se os resultados obtidos sobre o efeito do SO, nos
isolados de bactérias acéticas em estudo. Podemos observar que a percentagem de
isolados capazes de crescer esta inversamente relacionada com as concentragdes de SO,
presentes no meio de cultura. Este comportamento ¢ mais evidente a temperatura de
37°C, onde a concentracdo minima testada (32mg/L de SO,). apenas 23% das estirpes
cresceram. De salientar que para temperaturas mais baixas aproximadamente 40% das
nossas estirpes apresentaram crescimento na presenca de 128mg/L de SO,. Valores
mais elevados (250mg/L de SO;) foram ja referenciados por Wilker e Dharmadhikari

(1997) como insuficientes para eliminar completamente este grupo de bactérias em

pipas.
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Figura 8 - Efeito do SO, no crescimento a diferentes temperaturas
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4.1.5 pH

O pH o6timo para o crescimento das bactérias acéticas ¢ de 5,5-6,3 (Holt et al., 1994)
sendo, no entanto, frequentemente encontradas em vinhos onde os valores de pH sdo
bastante mais reduzidos entre 3,0 ¢ 4,0. De acordo com Kittelmann et al., (1989) as
bactérias acéticas podem ser divididas em trés grupos de acordo com a sua capacidade de
crescimento a diferentes valores de pH: acetofilicas, que apenas crescem a valores de pH
proximos de 3,5; acetofobicas que apenas crescem a valores de pH superiores a 6.5 e
acetotolerantes que crescem na gama intermédia dos valores de pH apresentados. De acordo
com esta classificacio 12% dos isolados estudados sdo acetofilicos, mostrando a
capacidade de apenas crescer ao valor de pH mais reduzido testado, (pH 2,5). Os
restantes (88%) cresceram a partir do pH 3,5 independentemente da temperatura de
incubagdo, sendo classificados como acetotolerantes (figura 9).

O efeito do pH no crescimento das bactérias acéticas ¢ muito influenciado pela
concentracao de etanol e pela disponibilidade de oxigénio no meio. Por exemplo, a um pH
de 3,4 e a uma baixa concentragdo de oxigénio as bactérias acéticas comegam a perder a

viabilidade (Joyeux et al., 1984b).
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Figura 9 - Efeito do pH no crescimento a diferentes temperaturas
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4.2 Analise global da caracterizacao fenotipica

O dendrograma apresentado na figura 10 foi elaborado com os valores médios
dos resultados obtidos nos diferentes testes realizados aos isolados agrupadando-os de
acordo com a sua similaridade (quadro III.2). Podemos verificar que este dendrograma
se divide em 5 grupos principais, os quais se distinguem por resisténcias mais ou menos
elevadas dos isolados a certas condic¢oes de stress.

O primeiro grupo destaca-se pela elevada resisténcia aos varios valores de pH a
20° e a 30°C. O segundo grupo ¢ o maior ¢ contém isolados que apresentam uma
elevada resisténcia ao etanol e SO, a 20° e 30°C. O terceiro grupo caracteriza-se pela
elevada sensibilidade apresentada a SO, a 20° e a 30°C. O quarto grupo apresenta
resisténcia ao SO, a 37°C e ao acido acético a 20° e a 30°C. E o tultimo grupo ¢
constituido apenas por dois isolados e distingue-se pela elevada sensibilidade as
condigoes testadas.

De acordo com os dados obtidos os isolados 23, 46, 49, 55, 62, 70, 72 parecem
ser interessantes para utilizacdo na producdo de vinagre dada as suas elevadas
resisténcias ao etanol, &cido acético e SO,, incluindo a sua capacidade de crescimento a

valores de pH mais baixos.
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Sensivel Resistente

Figura 10 - Dendrograma referente aos testes fenotipicos de resisténcia/tolerancia efetuados aos 70

isolados de bactérias acéticas e as 7 estirpes de referéncia CECT.
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4.3 Caracterizacio genotipica

4.3.1 Identificacao

As técnicas de PCR fingerprinting tém sido usadas por varios investigadores na
caracterizacdo de diversos microrganismos eucariotas (Capece, et al., 2003; Hierro et
al., 2004; Gadanho e Sampaio, 2005) e procariotas (Valério et al., 2005; Chambel et al.,
2007; Inés, 2007) de diferentes origens. Estas técnicas moleculares, normalmente com
elevada reprodutibilidade, tornam-se instrumentos uteis na diferenciagdo de estirpes
pertencentes a uma mesma espécie. Deste modo, para além do poder de diferenciacao
apresentam potencial de identificagdo a nivel de espécie. A utilizacdo de ERIC-PCR,
por exemplo, foi usada por Nanda et al., (2001) na identificacdo e caracterizagao de
bactérias acéticas isoladas de vinagre de arroz. Gonzélez et al., (2004, 2005, 2006)
aplicaram adicionalmente ao ERIC-PCR, REP-PCR na identificacdo e diferenciagdo de
bactérias acéticas isoladas de mostos e vinhos. Mais recentemente Camu et al., (2007)
propuseram a utilizagdo do primer (GTG)s, obtendo uma boa discriminacdo com
elevado grau de polimorfismos, em estirpes de bactérias acéticas isoladas de amostras
de graos de cacau fermentados. Resultados semelhantes foram obtidos por
Papalexandratou et al., (2009) quando submeteram 158 estirpes de referéncia
representantes de 10 géneros e 48 espécies, a técnica de (GTG)s-PCR fingerprinting na
constru¢do de um quadro de referéncia para uma rapida classificagcdo e identificagdo de
bactérias acéticas.

Na figura 11 apresenta-se o dendrograma obtido, apos andlise in silico dos perfis
de M13-, ERIC- ¢ GTGs-PCR fingerprinting dos isolados em estudo, incluindo as
estirpes de referéncia da CECT. Este dendrograma global foi construido com base nas
matrizes de semelhanga médias geradas a partir das matrizes de semelhanca de cada
técnica. Esta analise global, também designada por composite agrupa os dados
referentes a dois ou mais tipos de experiéncia, traduzindo uma melhor e mais fidedigna
analise das diferengas ou semelhangas entre os individuos. Com o objetivo de identificar
os isolados em estudo, foram também introduzidos os perfis genotipicos obtidos para as
estirpes de referéncia (35, 36, 37, 38, 80, 81 e 82) assinaladas na figura. Como
consequéncia da elevada variabilidade genotipica observada, salienta-se a reduzida

similaridade entre as estirpes de referéncia e os isolados em estudo.
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Figura 11 - Dendrograma construido a partir da matriz de semelhanga média resultante da analise in
silico dos perfis de M13, ERIC, GTGs-PCR fingerprinting dos 70 isolados de bactérias acéticas em
estudo e das 7 estirpes de referéncia da CECT
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Assim:

(i) As estirpes de referéncia 35 (Acetobacter aceti CECT 298") e 36 (Gluconobacter
oxydans CECT 360) agruparam entre si com um nivel de semelhanca de 57.7%.

(ii) A estirpe 82 (Acetobacter oeni CECT 5830") apresentou um nivel de semelhanca de
53.4% com os isolados 26, 62,72 ¢ 70.

(ii1) Externamente ao cluster anteriormente definido surge outra estirpe de referéncia, a
estirpe 80 (Gluconobacter oxydans CECT 315) com um nivel de semelhanca de 34.8%.
(iv) As estirpes de referéncia 37 (Acetobacter pasteurianus CECT 824) e 38
(Acetobacter sp CECT 944) agruparam entre si com um nivel de semelhanga de 73.0%.
(v) A estirpe de referéncia 81 (Gluconacetobacter xylinus CECT 473) agrupou com um
com um nivel de semelhanga de 48.0% com 21 estirpes.

Contrariamente, De Vuyst ef al., (2008) obtiveram bons resultados com a técnica
de (GTG)s - PCR fingerprinting na classificagdo e identificacdo de 132 isolados de
bactérias acéticas de graos de cacau fermentados propondo a validacdao desta técnica de
PCR fingerprinting como um método rapido para a classificacdo e identificagcdo de
bactérias acéticas. Deve salientar-se que no referido estudo, os autores utilizaram para
validar o potencial desta metodologia na identificacdo a nivel de espécie, 64 estirpes de
referéncia, incluindo todas as espécies de Acetobacter até entdo descritas e validadas
(35 estirpes), 12 espécies de Gluconacetobacter (25 estirpes), Gluconobacter oxydans
(1 estirpe) e outras bacterias acéticas, nomeadamente Asaia bogorensis, Asaia
siamensis, Acidomonas methanolica.

Como mencionado anteriormente, outros autores consideram ERIC-PCR
fingerprinting como um método apropriado para a identificacdo e tipificacdo de
bactérias acéticas (Nanda et al., 2001; Gonzalez et al., 2005; Gullo et al., 2009). No
entanto, os nossos resultados mostraram também que os clusters formados pelos perfis
de ERIC-PCR dos isolados apresentam reduzida correlagdo com as espécies de
referéncia e com a origem do isolado. Resultados semelhantes foram observados por
Fernandez-Pérez et al., (2010) que propdem andlise de macrorestricdo por PFGE como
método eleito para a tipificacdo de isolados de bactérias acéticas.

Como consequéncia da limitada capacidade revelada pelas técnicas de PCR
fingerprinting utilizadas na identificagdo dos isolados em estudo, no intuito de
complementar a sua identificag@o a nivel de espécie, procedeu-se a sequenciacdo parcial

do rDNA 16S de alguns isolados selecionados aleatoriamente para o efeito.

51



No quadro 7 sumarizam-se os resultados da comparacdo das sequéncias parciais

do rDNA 16S com as disponiveis na base de dados GenBank, utilizando o algoritmo

BLASTN. Para cada sequéncia obtida e analisada, foi seleccionada a sequéncia da

espécie com que apresentava maior semelhanga e apresentam-se os correspondentes

valores de homologia e (sobreposicao) cobertura. Para além destes resultados, os

parametros score (bits) e valor E traduzem a qualidade dos alinhamentos produzidos

entre a sequéncia a identificar e as sequéncias disponiveis na base de dados.

Quadro 7 - Resultados da aplicagdo do algoritmo BLASTN para comparagdo das sequéncias parciais de

rDNA 168 das estirpes selecionadas com as disponiveis nas bases de dados publicas (GenBank, 2012).

Isolados ~ N°de acesso Espécie Pontuagdo  Total de Valor E Identidades Max.
BAA Gene Bank max. cobertura Ident.
7 NR_026107.1  Acetobacter 1500 98% 0.0 821/825 99%
pasteurianus
8 NR_040832.1  Acetobacter 1498 98% 0.0 820/825 99%
lovaniensis
11 NR_026107.1  Acetobacter 1500 98% 0.0 820/824 99%
pasteurianus
12 NR _026224.1  Gluconobacter 1509 98% 0.0 822/824 99%
[frateurii
22 NR _025513.1  Acetobacter 1467 96% 0.0 801/804 99%
malorum/cerevisiae
26 NR _026107.1  Acetobacter 1500 98% 0.0 819/823 99%
pasteurianus
33 NR_026107.1  Acetobacter 1469 97% 0.0 812/819 99%
pasteurianus
40 NR_026107.1  Acetobacter 1402 98% 0.0 805/826 97%
pasteurianus
41 NR_026107.1  Acetobacter 1506 98% 0.0 820/823 99%
pasteurianus
49 NR _026121.1  Acetobacter aceti 1489 98% 0.0 818/824 99%
52 NR_026107.1  Acetobacter 159 25% 7,00E-39 181/225 80%
pasteurianus
55 NR_026107.1  Acetobacter 1489 97% 0.0 816/821 99%
pasteurianus
61 NR _026121.1  Acetobacter aceti 1483 98% 0.0 817/824 99%
66 NR_025513.1  Acetobacter 1480 96% 0.0 803/804 99%
malorum/cerevisiae
69 NR_025513.1  Acetobacter 1480 96% 0.0 803/804 99%
malorum/cerevisiae
72 NR _026107.1  Acetobacter 1504 98% 0.0 821/824 99%
pasteurianus
89 NR _026107.1  Acetobacter 1483 98% 0.0 815/821 99%
pasteurianus

Tendo em consideragdo as recomendagdes do Commité ad hoc para a re-

avaliag¢do da definicdao de espécie em Bacteriologia (Stackebrandt et al., 2002), isolados

pertencentes a mesma espécie devem apresentar valores de homologia de rDNA 16S

iguais ou superiores a 97%.
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Pela analise dos resultados das sequéncias parciais do rDNA 16S dos 17
isolados, 10 isolados foram identificados como Acetobacter pasteurianus, 3 isolados
identificados como Acetobacter malorum/Acetobacter cerevisiae, 2 isolados
identificados como Acetobacter aceti, 1 isolado identificado como Acetobacter
lovaniensis. Apenas 1 isolado (isolado 12) foi identificado como pertencente a espécie
Gluconobacter frateurii. Este resultado corrobora a identificagdo a nivel de género
anteriormente realizada, obtida pelo cultivo dos isolados nos meios Carr e Frateur agar.
Pelo contrario, com base nos resultados do crescimento nos referidos meios, os isolados
(40, 41, 72 e 61) foram incorretamente identificados, como pertencentes ao género
Gluconobacter. A sua identificacdo apos andlise dos resultados da sequenciagdo,
reveleou que os 3 primeiros isolados pertencem a espécie Acetobacter pasteurianus € o
isolado 61 a espécie Acetobacter aceti. Os resultados da sequenciagdo parcial do rDNA
16S dos isolados (22, 66 e 69) nao permitem atribuir-lhes uma identificagdo a uma
unica espécie, mas sim a duas, Acetobacter malorum/Acetobacter cerevisiae. De facto,
os 2 isolados apresentavam todos os valores iguais para os diferentes parametros
apresentados no quadro 7. De acordo com Prieto et al., (2007) estas duas espécies
diferem apenas em 5 pb em sequéncias com tamanhos de 600 bp.

Deve salientar-se que, a sequéncia parcial do rDNA 16S obtida para o isolado
52, de inferior qualidade e reduzida cobertura (sobreposi¢ao), apesar de ndo cumprir o
critério anteriormente referido, foi considerada na identificagdo a nivel de espécie do
referido isolado para o estudo posterior na tipificacdo das estirpes da espécie
Acetobacter pasteurianus (Figura 12). Verifichmos que os 2 isolados (7, 33)
provenientes de amostras de vinagres de vinho obtido por processos tradicionais
pertenciam a espécie Acetobacter pasteurianus. De acordo com Hidalgo ef al., (2012) as
espécies de Acetobacter estdo sempre associadas com a producdo de vinagre de vinho,
enquanto que as espécies de Gluconacetobacter estdao mais associadas com a produgdo

de vinagre em sistema de submersdo, onde as condigdes sdo mais extremas.

4.3.2 Tipificacao

Pelo reduzido potencial das técnicas de PCR fingerprinting na identificacao dos
isolados, j& referido anteriormente, e apoOs sequenciacdo, optou-se por tipificar
(caracterizar) apenas 26 estirpes de Acetobacter pasteurianus, cuja identificagdo foi

obtida por sequenciagdo ((n=10), isolados 7, 11, 26, 33, 40, 41, 52, 55, 72, 89) e por
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inferéncia pela elevada semelhanca com as estirpes anteriores ((n=12), isolados: 1, 2, 3,
4,6,9, 10, 31, 32, 34, 53, 67) ¢ as estirpes de referéncia ((n=4), 37, 83, 84 ¢ 85).

Na Figura 27 apresenta-se o dendrograma obtido, apds andlise in silico dos
perfis de M13-, ERIC- e GTGs-PCR fingerprinting das estirpes de Acetobacter

pasteurianus em estudo, incluindo a estirpe (37) de referéncia CECT 824.
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Figura 12 - Dendrograma construido a partir da matriz de semelhanga média resultante da
analise in silico dos perfis de M13, ERIC, GTGs-PCR fingerprinting das estirpes identificadas
como Acetobacter pasteurianus e a estirpe de referéncia

Se se considerar um nivel de corte arbitrdrio a aproximadamente 55% de
semelhanca obtém-se sete clusters (Figura 12), sendo os clusters 1, 2 e 7, constituidos
por apenas 1 estirpe cada, os clusters 3 e 4 constituidos por 2 estirpes cada, € os clusters
5 e 6 englobam um maior numero de estirpes de Acetobacter pasteurianus com maior
similaridade, 11 e 8 respetivamente.

O cluster 5 ¢ formado pelas estirpes (31, 32, 33 e 34) provenientes da mesma

amostra de vinagre (amostra A36) e 1 estirpe (11) isolada de outra amostra de vinagre
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(amostra A27), estando as restantes estirpes de Ac. pasteurianus isoladas a partir dessa
amostra no cluster 6. As restantes estirpes foram isoladas de amostras de vinhos.

O cluster 6, ¢ formado por estirpes que sdo muito semelhantes entre si
(%1d=91,6), as estirpes 6, 7, 2 e 3 provenientes da mesma amostra de vinagre (amostras
A6 e A6), estirpes 9 e 10 provenientes de outra amostra de vinagre (amostra A27 e as
estirpes 1 e 4 isoladas de vinho azedo. Poderemos referir que as estirpes 6 e 7
provavelmente sdo clones da mesma estirpe, dada a elevada similaridade ¢ mesma
origem. J& as restantes estirpes apesar da elevada similaridade, provém de amostras
distintas de vinagres tradicionais recolhidos em locais geograficamente distantes e 1
amostra de vinho azedo. As restantes estirpes provenientes de amostras de vinhos (40,
72,52, 84), a estirpe de referéncia (37), e as restantes 2 estirpes isoladas de uvas podres
(estirpe 26) e de uvas sas (89) apresentam perfis genotipicos mais diversos, agrupando-
se em clusters constituidos por 1 ou 2 estirpes.

Agregando os perfis genotipicos e fenotipicos das estirpes de Acetobacter
pasteurianus (figura 13), podemos estabelecer uma relagdo entre os grupos definidos
pela caracterizagdo genotipica com os perfis fenotipicos. A estirpe 89 afasta-se de todas
as outras pelo seu perfil genotipico bem como pelo seu perfil fenotipico traduzido na
elevada sensibilidade as condicdes de stress testadas. O grupo constituido por 8
isolados, mais homogéneo genotipicamente, ¢ caracterizado por um perfil fenotipico
também ele semelhante, traduzido na elevada sensibilidade ao SO, as trés temperaturas

testadas.
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Figura 13 — Perfis genotipico e fenotipico das estirpes identificadas como Acetobacter pasteurianus
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4.4 Aminas biogénicas

As aminas biogénicas sdo compostos bioldgicos presentes em alimentos
fermentados que quando presentes em elevadas concentragdes constituem um risco para
a saude humana. Neste trabalho, a capacidade de producdo de aminas biogénicas
(histamina, tiramina e putrescina) foi testada nos 70 isolados de bactérias acéticas.
Apenas um numero restrito de isolados demonstrou capacidade de producdo de
histamina (3%) e putrescina (5%) (figura 14), dos quais se destacam os isolados 22 e 89
que produziram ambas as aminas. Nenhum dos isolados da nossa colecdo demonstrou

capacidade para produzir tiramina.
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Figura 14 — Produgdo de aminas biogénicas (histamina, tiramina e putrescina) a diferentes temperaturas

Estudos anteriores (Smit 2007 e Landete et al., 2007) sugerem que bactérias
acéticas provenientes de vinho e mosto de uva, ndo sdo produtoras de aminas
biogénicas. Contudo, em 2009, Chang et al., verificou que Acetobacter pasteurianus
conseguia produzir 18.2 mg / mL de histamina. Na figura 15 apresenta-se um resultado

positivo obtido na produgdo de putrescina.

Figura 15 — Exemplo de resultado positivo da producdo de putrescina
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4.5 Perfil de suscetibilidade dos antibioticos

Recentemente tém surgido referéncias a infe¢des oportunistas atribuidas a
algumas espécies de bactérias acéticas, nomedamente, Acetobacter cibiningensis
(Gouby et al., 2007) Acetobacter indonesiensis (Bittar et al., 2008) e Gluconobacter
spp. (Alauzet et al, 2010). A informagao relativa a suscetibilidade destas bactérias a
diferentes antibidticos ¢ escassa, estando limitada a apenas algumas estirpes clinicas
testadas in vivo (Snyder et al., 2004; Gouby et al., 2007; Bittar et al., 2008) e in vitro
(De Ley et al., 1984; Greenberg et al., 2006; Juretschko et al., 2010; Alauzet et al.,
2010).

Neste trabalho, foi realizado o perfil de suscetibilidade de 21 estirpes de
seleccionadas aleatoriamente dentro da nossa colecdo de bactérias acéticas, a 27
antibioticos de diferentes grupos. O perfil de suscetibilidade dos isolados obtido ¢
apresentado na figura 16. A tabela com os perfis individuais das estirpes em estudo

encontram-se no anexo II.
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Figura 16 — Perfil de suscetibilidade de 21 isolados de bactérias acéticas

(Amoxicilina (AML,o), Amoxicilina + Acido Clavulanico (AMCs), Piperacilina (PRL,o), Piperacilina + Tazobactam (TZP) o),
Ticarcilina (TICss), Ticarcilina + Acido Clavulanico (TIMgs); Cefalotina (KF3), Cefoxitina (FOXs); Cefotaxima (CTX3),
Ceftazidima (CAZj), Ceftriaxona (CRO3), Cefepima (FEP), Aztreonamo (ATM3), Imipenemo (IPM,,), Meropenemo (MEM,),
Fosfomicina (FOSs)), Gentamicina (CNjo), Canamicina (K3o), Tobramicina (TOBjo), Amicacina (AKjy), Estreptomicina (Sio),
Tetraciclina (TEs), Acido Nalidixico (NAs); Ciprofloxacina (CIPs), Eritromicina (E;s), Co-trimoxazol (SxT,s) e Cloranfenicol
(C30)).

Pela analise da figura 16 podemos verificar que 62% das estirpes estudadas
apresentaram resisténcia a amoxicilina. A administracdo de amoxilina mostrou ser

eficaz no tratamento de uma infeg¢do clinica por Acetobacter cibinongensis (Gouby et
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al., 2007). Uma grande percentagem dos isolados (90%) foi resistente a ticarcilina
sendo que dois isolados apresentaram fenotipo de classificagdo intermédia.
Constatamos, que a associa¢do do inibidor de B-lactamases, o 4cido clavulanico com a
amoxicilina, foi eficiente na eliminacao de fendtipos de resisténcia. Pelo contrario,
quando associado a ticarcilina este inibidor nao foi eficiente, sendo que todos os
isolados foram resistentes. Igualmente, verificamos que a associa¢do de tazobactam a
piperacicilina resultou num aumento do niimero de isolados com resisténcia.

Relativamente a cefalotina e a cefoxitina, todas as estirpes foram resistentes a
estes antibioticos exceto um isolado classificado como intermédio. VerificAmos ainda
que 100% das estirpes testadas foram resistentes a ticarcilina.

Estes isolados revelaram uma elevada percentagem de resisténcia de 90 e 71%
respetivamente, para a cefepima e a ceftazidima. Quanto a ceftriaxona, as estirpes
mostraram ter 91% de sensibilidade, ja quanto a cefotaxima, as estirpes classificam-se
maioritariamente como intermédias (71%).

Os nossos resultados revelaram que 100% das estirpes estudadas sdo resistentes
ao aztreonamo.

Para os carbapenemos testados, o imipenemo e meropenemo, as estirpes
mostraram ter perfis de suscetibilidade elevado (95% e 48% respetivamente). Estes
resultados sdo de realgar pelo facto de este antibidtico ser de ultimo recurso em estirpes
nosocomiais multirresistentes. Esta sensibilidade demonstrada pelos isolados confirma-
se em outros estudos (Alauzet et al., 2010)

Quanto a tetraciclina os resultados revelaram que 100% das estirpes estudadas
eram sensiveis, o que ndo se verificou no estudo realizado por De Ley et al. (1984b)
pois apresentavam uma média de 42% de estirpes resistentes. Mas de acordo com os
resultados de Alauzet e seus colaboradores (2010) foi a este antibidtico que as estirpes
de Gluconobacter e de Asaia bogoriensis se mostraram mais sensiveis.

No presente trabalho observamos que para as quinolonas testadas todas as
estirpes de bactérias acéticas eram resistentes a ciprofloxacina, enquanto a resisténcia
revelada ao 4cido naladixico foi de 67%, valor este que ndo se distancia muito dos
resultados (77.5%) obtido por De Ley e seus colaboradores (1984b). No entanto os
isolados deveriam ter sido mais sensiveis a ciprofloxacina do que ao 4cido nalidixico,
uma vez que a ciprofloxacina ¢ uma fluroquinolona, uma quinolona de 2* geragao.

As estirpes apresentaram uma elevava resisténcia aos aminoglicosideos,

amicacina (71%), gentamicina (90%) e tobramicina (86%), sendo que para a canamicina
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(5%), a sensibilidade predomina no perfil. De realgar que isolados clinicos foram
sensiveis a gentamicina (Snyder et al., 2004; Tuuminee et al., 2006; Greenberg et al.,
2006; Abdel-Haq et al., 2009; Juretschko et al., 2010), e que embora nos nossos
resultados ndo exista nenhuma estirpe sensivel a tobramicina, Bittar e seus
colaboradores (2008) utilizaram este antibiotico para o tratamento eficaz de um
paciente.

Neste estudo, 81% das estirpes analisadas foram sensiveis a estreptomicina.

Quanto a eritromicina, 100% das estirpes foram resistentes. Resultados
semelhantes foram obtidos por de Ley e seus colaboradores (1984b) que observaram
que 96% das suas estirpes eram resistentes a este antibidtico.

Quanto a fosfomicina 48% das estirpes testadas, apresentaram resisténcia.
Relativamente ao sulfametoxazol-trimetoprim, 95% das estirpes foram resistentes a este
antibiotico.

No que se refere a tetraciclina verificou-se que todas as estirpes analisadas,
foram sensiveis a este antibidtico. Quanto ao cloranfenicol, 95% das estirpes foram
resistentes, semelhantes valores foram obtidos por De Ley et al., 1984b.

Neste trabalho todas as estirpes estudadas apresentaram resisténcia a trés ou
mais antibidticos de grupos diferentes (multiresisténcia). Dos 21 isolados submetidos ao
teste de sensibilidade a antimicrobianos, 14% apresentaram resisténcia a 17, a 16, a 15,

a 14 e a 13 antibioticos, em combinagdes diferentes.
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5. Consideracoes Finais

Os resultados deste trabalho permitiram classificar fenotipicamente os isolados
da colecdo em estudo, provenientes de uvas, mostos, vinhos alterados e vinagres
caseiros, nos géneros Gluconobacter e Acetobacter/Gluconacetobacter, através da
utilizagcdo do meio de cultura Carr agar.

A tolerancia/ resisténcia ao etanol, ao acido acético e ao SO2 foi inversamente
correlacionada com a temperatura de crescimento.

Foram detetadas em 6 estirpes a atividade da histidina e ornitina descarboxilases.
Do nosso conhecimento é a primeira vez que se mostra a capacidade destas bactérias
produzirem estas aminas biogénicas o que levanta questdes de seguranca alimentar que
deverdo ser consideradas em trabalhos futuros.

Nao foi possivel a identificacdo das espécies através de PCR-fingerprinting por
comparagdo com 7 estirpes de referéncia da CECT. Isto pode dever-se ao elevado
nimero de espécies, heterogeneidade e diversidade das estirpes da familia
Acetobacteriaceae. Assim a utilizagdo da técnica PCR-fingerprinting com os primers
M13, GTGs e ERIC permitiu apenas de forma simples tipificar os isolados, sendo
possivel detetar estirpes geneticamente semelhantes entre si e distintas. Como
perspectiva futura poderiamos utilizar outras técnicas para ajudar na identificagdo tal
como o ITS-ARDRA (Ruiz et al., 2000, Trcek e Teuber, 2002, Gonzalez et al., 2006b e
Trcek e Raspor 1999).

Conseguimos constituir um grupo de estirpes apenas de Acetobacter
pasteurianus que apresentaram os perfis genotipicos e fenotipicos semelhantes.

Pode-se ainda salientar que os isolados muito semelhantes estdo presentes em
varias etapas do processo de acetificacdo, pela observagao de perfis genotipicos com
elevada semelhancga pertencentes a isolados da mesma amostra, retirados em tempos de
amostragem diferentes.

No que se refere aos perfis de suscetibilidade aos antibioticos testados conclui-se
que a piperaciclina, piperacilina + tazobactam, amoxicilina + acido clavulanico,
imepenemo, tetraciclina e a ceftriaxona apresentavam boa atividade contra as bactérias
acéticas. Detetou-se multiresisténcia em todos os isolados, sendo de salientar que em
14% das estirpes analisadas foi observada multiresisténcia a dezassete antibioticos. Os
resultados alertam para o facto de que isolados da mesma espécie podem apresentar

comportamentos de suscetibilidade diferente aos grupos de antibioticos. Como
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perpectiva futura seria interessante estudar a presenca de genes associados aos
mecanismos de resisténcia aos diferentes antibidticos. Para outras espécies bacterianas
j4 se encontram os gene descritos como por exemplo, os genes gyr A e gyr B que
codifica a topoisomerase Il para as quinolonas, o gene erm mediada por uma metilase
para a eritromicina, o gene cat para as O-acetiltransferases bacterianas para o
cloranfenicol, os genes dhps e dhfr para estruturas enzimaticas que lhe conferem baixa
afinidade para os compostos antibacterianos, para as sulfonamidas, o gene aac(6’) que
codifica a acetiltransferase € a o gene ant (4’) para os aminoglicosideos e o gene mec. A

que codifica as PBPs (Penincilin-Binding-Proteins) para os -lactamicos.
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ANEXO 1

Quadro I.1 — Resultados dos testes de resisténcia/tolerancia das estirpes a 30°C.

Produgdo de aminas biogénicas

Sulfuroso (mg/L)

Acido Acético (%)

Etanol (%)

pH

Controlo

Tiramina Putrescina

Histamina

64 96 128

32

20

12

3,5 4,5 6,5

2,5

Isolados

10
11
12
13
14
15
16
17
18
20
21

22

23

24
25

26

27

28
29
30
31

32
33

34
35
36
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Quadro I.1 — Resultados dos testes de resisténcia/tolerancia das estirpes a 30°C (continuagdo).

pH Etanol (%) Acido Acético (%) Sulfuroso (mg/L) Produgdo de aminas biogénicas
Isolados 2,5 3,5 4,5 6,5 0 8 12 20 1 2 32 64 96 128 Histamina Tiramina Putrescina Controlo

37 - + + + + + + - + + + + + - - - - +
38 - + + + + + - + + + + - - - - +
40 + + + + + - - + + + + - - - - +
41 + + + + + - - + + - - - - - - +
42 - + + + + + - + + + + - - - - +
a3 - + + + + + - + + + - - - - - +
a4 + + + + + + - + + + + + - - - +
45 + + + + + + + - + + + + + + - - -

46 - + + + + - - - +
47 - + + + + + + - + + + + + + - - - +
48 - + + + + + + - + + + + + + - - - +
49 - + + + + + + + + + + + + + - - - +
50 - + + + + + + - + + + + + + - - - +
51 - + + + + + + - + + + + + + - - - +
52 - + + + + + + + + + + + + + - - - +
53 - + + + + + + - + + + + + + - - - +
54 - + + + + + + + + + + + + + - - - +
55 - + + + + + + + + + + + + + - - - +
56 - + + + + + + - + + + + + + - - - +
57 - + + + + + + + + + + + + + - - - +
58 - + + + + + + - + + + + + + - - - +
59 - + + + - - - +
60 - + + + + + + - + + + + + + - - -

61 - + + + + + + + + + + + - - - +
62 - + + + + + + + + + + + - - - +
63 - + + + + + + + + + + + + + - - - +
64 - + + + + + + + + + + + + + - - - +
65 - + + + + + + + + + + + + + - - - +
66 - + + + + + + + + + + + + + - - - +
67 - + + + + + + + + + + + + - - - - +
68 - + + + + + + + + + + + + + - - - +
69 - + + + + + + + + + + + + + - - - +
70 + + + + + + + + + + + + + + - - - +
71 - + + + + + + + + + + + + + - - - +
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Quadro I.1 — Resultados dos testes de resisténcia/tolerancia das estirpes a 30°C (continuagdo).

pH Etanol (%) Acido Acético (%) Sulfuroso (mg/L) Produgdo de aminas biogénicas
Isolados 2,5 3,5 4,5 6,5 0 8 12 20 1 2 4 7 32 64 96 128 Histamina Tiramina Putrescina Controlo

72 - + + + + + + + + + + - + + + + - - - +
80 - + + + + + + + + - - - + - - - - - - +
81 - + + + + + + - + + - - + + + + - - - +
82 - + + + + + + - + + - - + + + + - - - +
83 - + + + + + + - + + - - + + + + - - -

84 - + + + + + + + + + - - + + + + - - - +
85 - + + + + + + - + + - - + + + + - - - +

89 - + + + + + - - - - - - - - - - - - + +




Quadro 1.2 — Resultados dos testes de resisténcia/tolerancia das estirpes a 37°C

Acido Acético (%)

Producio de aminas biogénicas

Sulfuroso (mg/L)

Etanol (%)

pH

Controlo

Tiramina Putrescina

Histamina

64 96 128

32

20

12

35 45 65

25

Isolados

10
11

12
13

14
15

16
17
18
20
21

22
23
24
25

+ o+ + o+ o+ o+ +

26
27
28
29
30
31

32
33
34
35

36
37
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Quadro 1.2 — Resultados dos testes de resisténcia/tolerancia das estirpes a 37°C (continuagdo).

pH

Etanol (%)

Acido Acético (%)

Sulfuroso (mg/L)

Producio de aminas biogénicas

Isolados

2,5

3,5

45

6,5

8

12

20

2

4

7

32

64

96

128

Histamina

Tiramina

Putrescina

Controlo

38

40

41

42

43

44

45

46

47

48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

62
63
64
65
66
67
68
69
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+

I T T T T T i S S S S S S S SR S

78



Quadro 1.2 — Resultados dos testes de resisténcia/tolerancia das estirpes a 37°C (continuagdo).

pH Etanol (%) Acido Acético (%) Sulfuroso (mg/L) Producio de aminas biogénicas
Isolados 2,5 3.5 4,5 6,5 0 8 12 20 1 2 4 7 32 64 96 128 Histamina Tiramina Putrescina Controlo
70 - + + + + + + - + + - - + + + + - - - +
71 - + + + + + + - + + - - - - - - - - - +
72 - + + + + + + - + + + - + + + + - - - +
80 - + + + + + + - + - - - - - - - - - - +
81 - + + + - + - - - + + + - - - +
82 - + + + + + + - + - - - + + + - - - +
83 - + + + + + + - - - - + + + - - - +
84 - + + + + + + - - - - + + + - - -
85 - + + + + + + - + - - - + + + + - - -
89 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Quadro 1.3 — Resultados dos testes de resisténcia/tolerancia das estirpes a 20°C.

Acido Acético (%)

Producio de aminas biogénicas

Sulfuroso (mg/L)

Etanol (%)

pH

Controlo

Tiramina Putrescina

Histamina

64 96 128

32

20

12

35 45 65

25

Isolados
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12
13

14
15

16
17
18
20
21

22
23
24
25

26
27
28
29
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31

32
33
34
35

36
37
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Quadro 1.3 — Resultados dos testes de resisténcia/tolerancia das estirpes a 20°C (continuagdo).

Acido Acético (%)

Producio de aminas biogénicas

Sulfuroso (mg/L)

Etanol (%)

pH

Controlo

Putrescina

Tiramina

64 96 128 Histamina

32

20

12

35 45 65

25

Isolados

38

40

41

42

43

45

46

+

47

+ 4+ + o+ o+ o+ +

48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
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Quadro 1.3 — Resultados dos testes de resisténcia/tolerancia das estirpes a 20°C (continuagdo).

pH Etanol (%) Acido Acético (%) Sulfuroso (mg/L) Producio de aminas biogénicas
Isolados 2,5 3,5 4,5 6,5 0 8 12 20 1 2 4 7 32 604 96 128 Histamina Tiramina Putrescina Controlo
70 + + + + + + + - + + - - + + + - - - - +
71 - + + + + + + + + + - - + + + + - - - +
72 - + + + + + + + + - - + + + + - - - +
80 - + + + + + + + - - - + - - - - - - +
81 - + + + - + + - - + + - - - +
82 - + + + + + + - + + - - + + + - - - +
83 - + + + + + + - + - - + + + - - - +
84 - + + + + + + - + - - + + + - - - +
85 - + + + + + + - + + - - + + + + - - - +
89 - + + + + + - - - - - - - - - - - - - +
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Anexo 11

Quadro I1.1 — Halos de inibi¢do (mm) e categorias de avaliagdo do perfil de suscetibilidade aos antibioticos de algumas estirpes das bactérias acéticas.

Isolados

AML  AMC TIC TIM  PRL TZP  ATM IPM KF FOX CAZ CTX CRO MEM FEP FOS NA CIP AK CN TOB K S E C SXT

=

SIS
S22

Legenda: Resistente (R), Intermédio (I), Sensiveis (S), Amoxicilina (AML,(), Amoxicilina + Acido Clavulanico (AMCj), Piperacilina (PRL,), Piperacilina + Tazobactam (TZP;,,), Ticarcilina (TIC;s), Ticarcilina +
Acido Clavulanico (TIM;s); Cefalotina (KFs,), Cefoxitina (FOXs); Cefotaxima (CTXs), Ceftazidima (CAZsp), Ceftriaxona (CROso), Cefepima (FEP), Aztreonamo (ATMs,), Imipenemo (IPM,0), Meropenemo
(MEM,), Fosfomicina (FOSs,), Gentamicina (CN,), Canamicina (K3), Tobramicina (TOB)), Amicacina (AKj), Estreptomicina (S)), Tetraciclina (TE3), Acido nalidixico (NAs); Ciprofloxacina (CIPs), Eritromicina
(Ess5), Co-trimoxazol (SxT»s) e Cloranfenicol (Cs).
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Anexo III

Quadro III.1 — Dados estatisticos dos resultados das tolerancias/resisténcias e das aminas biogénicas.

20°C
30°C
37°C

20°C
30°C
37°C

20°C
30°C
37°C

20°C
30°C
40°C

20°C
30°C
37°C

20°C
30°C
37°C

Ethanol (%)

(1} 2 8 12 20
76 77 77 75 58
77 77 77 67 39
75 77 76 43 1

N° de isolados que cresceram

Etanol (%)

0 2 8 12 20
88.0% 100.0% 90.0%  86.0%  71.0%
95.0% 100.0% 95.0%  83.0%  45.0%
79.0% 100.0%  79.0%  49.0% 1.0%

Percentagem dos isolados que cresceram

SO2(mg/L)
0 32 64 96 128
77 77 57 52 44
77 75 58 53 37
77 18 14 13 11

N° de isolados que cresceram

SO2(mg/L)

0 32 64 96 128
100.0%  86.0%  68.0%  62.0%  50.0%
100.0%  91.0%  74.0%  69.0%  47.0%
100.0% 18.0% 12.0% 10.0%  8.0%

Percentagem dos isolados que cresceram

Aminas Biogénicas

Histamina Tiramina Putrescina

0 0 0
2 0 4
0 0 0

N° de isolados que cresceram

Aminas Biogénicas

Histamina Tiramina Putrescina

0% 0% 0%
3% 0% 5%
0% 0% 0%

Percentagem dos isolados que cresceram

20°C
30°C
37°C

20°C
30°C
37°C

20°C
30°C
37°C

20°C
30°C
37°C

Acetic acid (%)

0% 1% 2% 4% 7%
77 75 70 7 0
77 77 73 19 0
77 75 60 12 0

N° de isolados que cresceram

Acido Acético (%)

0% 1% 2% 4% 7%
100.0% 86.0%  81.0%  9.0% 0.0%
100.0% 91.0%  88.0%  24.0%  0.0%
100.0% 86.0%  72.0% 15.0%  0.0%

Percentagem dos isolados que cresceram

pH

2,5 35 4,5 5,5 6,5
13 77 77 77 77

15 77 77 77 77

0 76 76 77 73

N° de isolados que cresceram

pH

2,5 35 4,5 5,5 6,5
17.0% 91.0% 91.0% 100.0%  91.0%
19.0% 96.0% 96.0% 100.0%  96.0%
0.0% 81.0% 81.0% 100.0%  77.0%

Percentagem dos isolados que cresceram
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Anexo III

Quadro III.2 — Dados estatisticos da analise global da caracterizagdo fenotipica.

Estirpe  pH 20 Etanol 20 Aac20 SO220 pH30 Etanol30 Aac30 S0O230 pH37 Etanol37 Aac37 SO0237
1 0.8 1 0,6 04 0.8 1 0,6 04 0,8 0,6 0,6 02
2 0.8 1 0,6 04 0.8 1 0,6 04 0.8 0,6 0,6 02
3 0.8 0,8 04 04 0.8 1 0,6 04 0,8 0,6 0,6 02
4 0.8 1 0,6 04 0.8 0.8 0,6 04 0.8 0,6 0,6 02
5 0.8 1 0,6 04 0.8 1 0,6 04 0,8 0,6 0,6 02
6 0.8 1 0,6 04 0.8 1 0,6 04 0.8 0,6 0,6 02
7 0.8 1 04 04 0.8 1 0,6 04 0,8 0,6 0,6 02
8 1 1 0,6 04 1 0.8 0,6 04 0.8 0,6 0,6 02
9 0.8 1 0,6 04 0.8 1 0,6 04 0,8 0,6 0,6 02
10 0,8 1 0,6 04 0,8 1 0,6 0,4 0,8 0,6 0,6 0,2
1 0.8 1 0,6 04 0.8 0.8 0,6 04 0,8 0,6 0,6 02
12 1 1 0,4 04 1 0,8 04 0,6 0,8 0,6 0,4 0,2
13 0.8 0,8 0,6 04 0.8 0,6 0,6 0,6 0,8 0,6 0,6 02
14 0,8 0,8 0,6 04 0,8 0,6 0,6 0,6 0,8 0,6 0,6 0,2
15 0.8 0,8 0,6 04 0.8 0,6 0,6 04 0,6 0,6 0,6 02
16 0,8 0,8 0,6 0,5 0,8 0,6 0,6 0,4 0,6 0,6 0,4 0,2
17 1 1 0.8 1 1 0.8 0,6 0.8 0,8 0,6 0,6 02
18 1 1 0,8 1 1 0,8 0,8 0,8 0,8 0,6 0,6 0,2

20 0.8 0,6 0.2 02 0.8 0,6 02 0.2 0,8 0,6 0.2 02
21 0,8 1 0,6 0,6 1 1 0,8 0,6 0,8 0,6 0,6 0,2
22 0.8 1 0,6 0,6 0.8 1 0,8 04 0,6 0,6 0,6 02
23 1 1 0,6 1 1 1 0,8 0,8 0,8 0,6 0,8 0,2
24 0.8 1 0.8 1 0.8 1 0,8 0.8 0,8 0,6 0.8 02
25 0,8 1 0,8 1 1 1 0,6 0,8 0,8 0,6 0,8 0,2
26 0.8 1 0,6 0,6 0.8 1 0,6 0.8 0,8 1 0.8 02
27 1 1 0,6 1 1 0,8 0,6 0,8 0,8 0,6 0,6 0,2
28 1 1 0,6 1 1 0.8 0,6 0.8 0,8 0,6 0,6 02
29 1 1 0,6 1 1 1 0,6 0,8 0,8 0,6 0,4 0,2
30 0.8 1 0,6 04 0.8 1 0,8 04 0,8 0,8 0.8 04
31 0,8 1 0,8 1 0,8 0,8 0,8 1 0,8 0,8 0,8 1

32 0.8 1 0.8 1 0.8 0.8 0,8 1 0,8 0,6 0.8 0,8
33 0,8 1 0,6 1 0,8 0,8 0,8 1 0,8 0,6 0,8 0,8
34 0.8 1 0,6 0,8 0.8 0.8 0,8 0.8 0,8 0,8 0,6 0,6
35 0,8 1 0,6 1 0,8 1 0,6 1 0,8 0,8 0,6 1

36 0.8 0,8 0,6 0,6 0.8 1 0,8 0.8 0,8 0,6 0,6 04
37 0,8 0,8 0,6 1 0,8 0,8 0,6 0,8 0,8 0,6 0,6 0,2
38 0.8 0,8 0,6 1 0.8 0.8 0,6 0.8 0,8 0,8 0,6 02
40 1 0,8 0,6 1 1 0,6 0,6 0,8 0,8 0,6 0,4 0,2
4 1 0,8 04 0,6 1 0,6 0,6 04 0,8 0,8 04 02
42 0,8 1 0,6 1 0,8 0,8 0,6 0,8 0,8 0,8 0,6 0,2
43 0.8 1 0,6 0,8 0.8 0.8 0,6 0,6 0,8 0,6 0,6 02
44 1 1 0,6 1 1 0,8 0,6 1 0,8 0,8 0,6 04
45 1 1 0,6 0,8 1 0.8 0,6 1 0,8 0,8 0,6 02
46 0,8 1 0,6 1 0,8 1 0,8 1 0,8 0,8 0,6 0,2
47 0.3 1 0,6 1 0.3 0.3 0,6 1 0,8 0.8 0,6 02
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Quadro II1.2 — Dados estatisticos da analise global da caracterizagdo fenotipica (continuagio).

Estirpe pH 20 Etanol20 Aac20 SO0220 pH30 Etanol30 Aac30 SO230 pH37 Etanol37 Aac37 SO237

48 0,8 1 0,6 1 0,8 0,8 0,6 1 0,8 0,8 0,6 0,2
49 0.8 1 0,6 1 0.8 1 0.8 1 0.8 0.8 0,6 0,2
50 0,8 1 0,6 1 0,8 0,8 0,6 1 0,8 0,8 0,8 0,2
51 0.8 1 0,6 1 0.8 0.8 0.6 1 0.8 0.8 0.4 0,2
52 0,8 1 0,6 1 0,8 1 0,6 1 0,8 0,8 0,6 0,2
53 0.8 1 0,6 1 0.8 0.8 0.6 1 0.8 0.8 0.8 0,2
54 0,8 1 0,6 1 0,8 1 0,6 1 0,8 0,8 0,6 0,2
55 0.8 1 0,6 1 0.8 1 0.8 1 0.8 0.8 0,6 0,2
56 0,8 1 0,6 1 0,8 0,8 0,6 1 0,8 0,8 0,6 0,2
57 0.8 1 0,6 1 0.8 1 0.6 1 0.8 0.8 0.4 0.4
58 0,8 1 0,6 1 0,8 0,8 0,6 1 0,8 0,8 0,6 0,2
59 0.8 1 0,6 1 0.8 1 0,6 1 0.8 0.8 0.4 0,2
60 0,8 1 0,6 1 0,8 0,8 0,6 1 0,8 0,8 0.4 0,25
61 0.8 1 0,6 0.8 0.8 1 0,6 1 0.8 0.8 0,6 0,2
62 0,8 1 0,6 1 0,8 1 0,8 1 0,8 0,8 0,6 1
63 0.8 0.8 0,6 0.8 0.8 1 0,6 1 0.8 0.8 0,6 0,2
64 0,8 1 0,6 1 0,8 1 0,6 1 0,8 0,8 0,6 0,2
65 0.8 1 0.8 1 0.8 1 0.8 1 0.8 0.8 0.8 1
66 0,8 0,8 0,6 0,8 0,8 1 0,6 1 0,8 0,8 0,6 0,2
67 0.8 1 0,6 0.8 0.8 1 0.8 0.8 0.8 0.8 0,6 0,2
68 0,8 1 0,6 1 0,8 1 0,6 1 0,8 0,8 0,6 0,2
69 0.8 1 0,6 1 0.8 1 0,6 1 0.8 0.8 0,6 0,2
70 1 0,8 0,6 0,8 1 1 0,8 1 0,8 0,8 0,6 1
7 0,8 1 0,6 1 0,8 1 0,6 1 0,8 0,8 0,6 0,2
72 0.8 1 0,6 1 0.8 1 0.8 1 0.8 0.8 0.8 1
80 0,8 1 0,4 0,4 0,8 1 0,4 0,4 0,8 0,8 0,4 0,2
81 0.8 0.8 0,6 1 0.8 0.8 0,6 1 0.8 0.8 0.4 1
82 0,8 0,8 0,6 1 0,8 0,8 0,6 1 0,8 0,8 0,4 1
83 0.8 0.8 0,6 1 0.8 0.8 0,6 1 0.8 0.8 0.4 1
84 0,8 0,8 0,6 1 0,8 1 0,6 1 0,8 0,8 0,4 1
85 0.8 0.8 0,6 1 0.8 0.8 0,6 1 0.8 0.8 0.4 1
89 0,8 0,6 0,2 0,2 0,8 0,6 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

*Estes valores foram calculados através da média dos fornecidos no anexo I, em que a classificagdo dos resultados foi feita da seguinte forma: a um resultado
positivo atribuimos o valor 1 e ao resultado negativo atribuimos o valor 0.



