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RESUMO

O uso de aditivos alimentares nas dietas dos animais € uma das técnicas aplicadas com
resultados significativos para melhorar os indices zootécnicos e aumentar a produtividade.
Entre os aditivos utilizados na producdo animal destacam-se os probioticos, os quais trazem
beneficios & satde do hospedeiro, ndo deixam residuos nos produtos de origem animal e
ndo promovem resisténcia as drogas. Neste contexto, este estudo teve como objetivo
caracterizar in vitro e in vivo bactérias laticas isoladas de fezes de potros jovens para uso
como probidticos na suplementacdo alimentar, como promotor de crescimento ou adjuvante
imune. Trinta e trés bactérias dos géneros Lactobacillus, Weissella, Pediococcus e
Enterococcus foram testadas in vitro a fim de caracterizar e selecionar potenciais linhagens
probidticas. A viabilidade das bactérias foi verificada perante os desafios do trato
gastrintestinal: a maior parte destas foi resistente ao pH acido do estbmago e cerca de 30%
apresentou inibicdo de crescimento leve ou moderada aos sais biliares. O potencial de
adesdo a superficie do epitélio intestinal foi avaliado indiretamente pela capacidade das
bactérias se associarem a solventes organicos apolares, com 40% das linhagens testadas
apresentando alta ou moderada hidrofobicidade da superficie celular. Algumas das
linhagens de bactérias apresentaram forte atividade antagonista contra quase todos os
patégenos bacterianos testados. Todas as linhagens testadas apresentaram padrao similar
de resisténcia/suceptibilidade a antimicrobianos utilizados na terapia humana e animal. As
linhagens Pediococcus pentosaceus 40 e Weissella confusa 1 apresentaram melhores
resultados nos testes in vitro de caracterizacdo funcional probittica e foram escolhidas para
os testes in vivo em camundongos em modelo de infecgdo por Salmonella enterica sorovar
Typhimurium. A suplementagéo alimentar de camundongos convencionais com as duas
linhagens de bactérias laticas por 10 dias consecutivos ndo causou aumento dos indices
hepatico e esplénico, nem a morte dos camundongos, demonstrando sua seguranca.
Todavia, estas bactérias ndo promoveram uma maior sobrevivéncia dos animais infectados
experimentalmente com o enteropatégeno S. Typhimurium. A quantificacdo relativa dos
niveis de mMRNA de genes codificadores das citocinas fator de necrose tumoral alfa (TNFA),
interferon gama (IFNG), fator de transformacéo de crescimento beta (TGFB1) e interleucinas
6 (IL6) e 10 (IL10), apés 1, 4, 7 e 10 do inicio do tratamento com P. pentosaceus 40 revelou
um perfil inflamatério, induzindo um aumento da expressdo de IFNG e um aumento
significativo da expressdo de TNFA 10 dias apds o inicio do tratamento. Portanto, as
linhagens W. confusa 1 e P. pentosaceus 40 mostraram-se seguras, porém ndo se
apresentaram como uma terapia apropriada contra infecgdo por S. Typhimurium. Por induzir
um perfil inflamatoério de expressdo de citocinas, € possivel que a linhagem P. pentosaceus

40 sirva como adjuvante imune em vacinas ou que confira protecdo frente a alguma
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importante infecc¢ao viral. Ja em relacdo a linhagem W. confusa 1 é necessario que seja feita
a mesma andlise do perfil de indugéo de citocinas, mas os demais resultados in vivo foram
muito semelhantes a P. pentosaceus 40. E importante ressaltar a necessidade de serem
realizados testes de triagem em bactérias candidatas a probioticos, assim como foi feito
neste trabalho, antes de sua extensa utilizagdo na terapia animal e humana, tendo em vista
que os efeitos nem sempre serdo benéficos para todos os tipos de infeccdo, como foi

demonstrado no presente estudo.

ABSTRACT

The use of food additives in animals diet is one of the techniques applied with significant
results to improve production indices. Probiotics, which are beneficial to the health of the
host and do not leave residues in animal products and do not promote drug resistance, are
highlighted among the additives used in animal production. In this context, the present study
aimed to characterize in vitro and in vivo lactic acid bacteria isolated from the feces of young
foals for use as probiotics in food supplementats, growth promoters or immune adjuvants.
Thirty-three bacteria of the genera Lactobacillus, Weissella, Pediococcus, and Enterococcus
were tested in vitro in order to characterize and select potential probiotic strains. Some of
these bacteria were stomach low pH resistant and about 30% showed mild or moderate
growth inhibition by bile salts. Potential for adhesion to the intestinal epithelium surface was
assessed indirectly from the ability shown by the bacteria to associate with nonpolar organic
solvents. We observed that 40% of the tested isolates showed high or moderate cell surface
hydrophobicity. Some bacterial strains showed strong antagonistic activity against almost all
bacterial pathogens tested. All of the strains showed similar resistance/susceptibility patterns
to antimicrobials used in human and animal therapy, do not having any tranferable resistance
marker. The Pediococcus pentosaceus strain 40 and the Weissella confusa strain 1 showed
better results in this in vitro probiotic functional characterization tests and they were chosen
for the in vivo tests in mouse model of typhoid fever by infection with Salmonella enterica
serovar Typhimurium. The safety of these two strains of lactic acid bacteria was
demonstrated by the supplementation of mice for 10 consecutive days, which caused no
increase in liver and spleen indexes, nor the death of any mice. However, these bacterial
treatments did not promote an increase in the survival of those animals experimentally
infected with S. Typhimurium enteropathogen. Quantification of relative mRNA levels of
genes encoding the cytokines tumor necrosis factor alpha (TNFA), interferon gamma (IFNG),
transforming growth factor beta (TGFB1) and interleukin 6 (IL6) and 10 (IL10). Testing, after
1, 4, 7 and 10 days of treatment with P. pentosaceus 40 revealed an inflammatory profile,

inducing the expression of IFNG and a significant increase of TNFA expression, at 10 days
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after initiation of treatment. Therefore, the strains W. confusa 1 and P. pentosaceus 40
strains were considered safe, but they did not appear as an appropriate therapy against
infection by S. Typhimurium. By inducing an inflammatory cytokine expression profile, it is
possible that the P. pentosaceus 40 strain may serve as a vaccines immune adjuvant or
confer some protection against major viral infections. Regarding the W. confusa 1, it is
necessary to do the same cytokine induction profile analysis. However, the other in vivo
results were very similar to P. pentosaceus 40. It is important to emphasize the need for in
vivo tests to be performed on bacterial candidates for probiotics before they are used
extensively in animal and human therapies. As the present study demonstrates, their effects

will not always be beneficial against all kinds.

1. Introducéo

1.1. Equinocultura

O rebanho equino brasileiro é o terceiro maior do mundo, com cerca de 5.800.000
animais, perdendo em quantidade apenas para a China e o México (MAPA, 2013). O
complexo do agronegécio equino no Brasil movimenta cerca de R$ 7,5 bilhGes e gera cerca
de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos. O equino, no aspecto econdmico,
desempenha as funcdes de sela, carga e tracao. A partir da segunda metade do século XX,
destacam-se no aspecto social, as atividades de esportes e lazer, como a equoterapia para
tratamento de portadores de dificuldades na area cognitiva, psicomotora e soécio-afetiva
(Lima et al., 2006). No agronegdcio equino destacam-se também os varios fornecedores de
insumos, produtos e servicos para a criacdo, como medicamentos, racdes, selas e
acessorios, ferrageamento, veterinarios e treinadores, transporte de equinos e o ensino e
pesquisa. No complexo agropecuario, o segmento de equinos utilizados em diversas
atividades esportivas movimenta valores da ordem de R$ 705 milhdes e emprega cerca de

20.500 pessoas, com a participacéo estimada de 50 mil atletas (Lima et al., 2006).

As atuais pesquisas estdo relacionadas as perspectivas dos segmentos do complexo do
agronegoécio equino no pais (Almeida; Silva, 2010). Nos ultimos anos, a equinocultura
brasileira tem se apresentado como um mercado interno em expansao em especial para as
racas de trabalho e esporte. E o Brasil tem se firmado no cenario internacional como pais
exportador de cavalos, principalmente para outros paises do continente americano, tanto de
hipismo (adestramento, salto e circuito completo de equitacédo) quanto de corrida. Além do
mais, o Brasil é o oitavo maior exportador de carne equina. Bélgica, Holanda, Italia, Japdo e

Franca sao os principais importadores da carne de cavalo brasileira, também consumida nos
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Estados Unidos (MAPA, 2013). Com essa expanséo, torna-se maior a preocupacado com a
gualidade de vida dos animais utilizados para as competicdes. Neste aspecto, a busca por
uma boa alimentacdo torna-se um dos fatores mais relevantes para atender as
necessidades dos animais e contribuir para o maximo desempenho. Os cavalos, por serem
herbivoros ndo ruminantes, sdo capazes de utilizar grande quantidade de alimento para
atender as exigéncias nutricionais. Entretanto, para maximizar o0 crescimento e a
produtividade dos equinos, tém-se utilizado dietas com alta porcentagem de grdos e de

suplementos alimentares (Tribucci, 2011).

A nutricdo e a alimentacdo sdo as principais areas estudadas, tendo em vista sua
importancia produtiva e econdmica para adequado desempenho zootécnico e salde animal.
A utilizacdo de aditivos na nutricdo animal vem crescendo nos ultimos anos, mas ainda
faltam trabalhos cientificos que comprovem todos os beneficios esperados para equinos
(Nutrients, 2007), especialmente quando criados nas condi¢gbes brasileiras. O Brasil € um
pais tropical onde os periodos de chuva sdo bem definidos e a grande extenséao territorial
das propriedades permitem a adogcdo de sistema produtivo diferenciado daquele
preconizado nos paises de clima temperado. Em diversos criatérios, 0s equinos
permanecem soltos durante todo ano, sendo o pasto seu Unico alimento e que perde seu

valor nutricional durante o periodo de seca (Carvalho; Haddad, 1987, Moura, 2010).

1.1.1.Microbiota do trato gastrintestinal dos equinos

As principais fungBes da microbiota gastrintestinal sédo a resisténcia a instalagdo e
multiplicacdo de microorganismos exdégenos (efeito barreira e/ou exclusdo competitiva), a
estimulacdo de resposta imunolégica mais rapida e adequada em caso de infeccao por
patdégenos (imunomodulacéo) e o auxilio na regulagéo da fisiologia digestiva e fornecimento
de nutrientes (contribuicdo nutricional). A microbiota normal induz diversas mudangas na
anatomia e fisiologia das células intestinais do hospedeiro, devido & presenca desses
microorganismos e/ou producdo de &cidos graxos volateis, especialmente butirato. Os
principais beneficios que auxiliam na capacidade digestiva e defesa contra patégenos sdo o
aumento no tamanho da borda em escova das células intestinais, o aumento de tecido
linféide e tecido conectivo, a producdo de muco, a vascularizagdo intestinal (através das
células de Paneth), a acidificacdo do estdmago, a producdo enzimatica e a producdo de
substancias que inibem ou matam patégenos (Savage, 1986; Bergman, 1990; Whiteley et
al., 1996; Stappenbeck et al., 2002; Servin, 2004).

Todos os animais, inclusive os invertebrados, possuem uma microbiota no tubo digestivo

que interage com eles por mutualismo. Os niveis populacionais dos microorganismos
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enddgenos podem exceder 1 x 10' células vidveis por grama de material seco, sendo
subdivididos em trés populacdes: dominante (concentracdo acima de 10° ufc/g do
contetido), subdominante (concentracdo entre 10’ a 10° ufc/g do contetdo) e residual
(concentragdo abaixo de 10’ ufc/g do contetido). Os dois primeiros grupos permanecem
relativamente constantes e estaveis no tempo e entre individuos, sendo a populacao
residual bastante variavel. Coletivamente, a microbiota digestiva pode ser considerada como
um “érgao” metabolicamente ativo, no qual os microorganismos dominantes e
subdominantes sdo capazes de gerar metabdlitos que interferem com o organismo
hospedeiro (Stappenbeck et al., 2002; Nicoli et al., 2003).

O sistema gastrintestinal de monogastricos, dentre os quais se incluem os equinos, € livre
de microorganismos ao nascer, mas € rapidamente colonizado apés 5 ou 6 dias do
nascimento pela microbiota presente no ambiente onde vive. Normalmente, ha grande
variedade de espécies (400 a 500 linhagens diferentes) chegando um animal adulto a ter
100 trilhdes de UFC de bactérias no aparelho gastrintestinal. Segundo Gedek (1999), nesta
grande populacdo que é a microbiota de equinos pode-se distinguir uma microbiota
dominante com mais de 90% da contagem total composta por Bifidobacterium, Lactobacillus
e Bacteroides. Uma microbiota subdominante com aproximadamente 10% formada por
Escherichia coli e Enterococus; e uma microbiota residual menor que 0,01% composta por

Clostridium, Staphylococcus, Pseudomonas, Proteus e leveduras do género Candida.

A colonizacdo das superficies e cavidades corporais, incluindo o trato gastrintestinal,
ocorre a partir do nascimento, tendo inicio dentro do canal do parto. Segundo Sakaitani et al.
(1999), citados por Yuyama et al. (2004), a colonizagdo em potros neonatos ocorre huma
sequéncia bem definida, aparecendo primeiramente bactérias anaerdbias facultativas,
seguidas por bactérias anaerObias obrigatérias da familia Bacteroidaceae (géneros
Fusobacterium e Bacteroides) e bactérias anaerébias facultativas produtoras de acido latico
do género Lactobacillus, as quais passam a predominar na segunda semana de vida.
Lactobacillus é o microorganismo enddgeno predominante no trato digestivo equino, com
178 cepas isoladas (Morotomi et. al., 2002), sendo que as principais espécies que colonizam
a regido aglandular do estbmago séo L. salivarus, L. crispatus, L. reuteri e L. agilis (Yuki et
al., 2000).

A microbiota gastrintestinal pode variar dentro da mesma espécie durante toda a vida do
animal dependendo diretamente da alimentagcdo, manejo e instalagbes. Mudancas na
microbiota ocorrem normalmente, mas quando o equilibrio entre popula¢des é alterado, as
bactérias patogénicas passam a dominar sobre as benéficas, o que leva a problemas

digestivos que tém impacto sobre os custos e a produtividade (Weese et al., 2003). Uma
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alternativa para reestabelecer o equilibrio da microbiota € a suplementacdo alimentar dos
animais com probi6ticos (Moura et al., 2010)

1.2. Probi6ticos

1.2.1. Historia e Definicao

O uso de bactérias benéficas a saude na alimentacdo humana tem uma longa histéria.
Os primeiros relatos dos efeitos positivos das bactérias na alimentacdo datam da versao
persa do Velho Testamento (Génesis 18:8), que descreve que “Abrado atribuiu sua
longevidade ao consumo de coalhada”. Plinio, um fildsofo romano, recomendou o uso de
leite fermentado para o tratamento de doencas intestinais em 76 a.C. (Teitelbaum e Walker,
2002).

Embora o consumo destes microorganismos ocorra a milhares de anos, apenas no
século XX pesquisas cientificas passaram a ser realizadas a fim de determinar as reais
causas dos beneficios conferidos pelos produtos lacteos. O pioneiro nestas pesquisas € 0
responséavel por relacionar a presenca de bactérias do 4cido latico na microbiota intestinal a
uma manutenc¢do da saude foi o ganhador do prémio Nobel, Elie Metchnikoff (1908), um
microbiologista russo (Desland et al., 2012, Mackowiak, 2013).

Em 1908, Elie Metchnikoff, trabalhando no Instituto Pasteur na Francga, observou o
surpreendente numero de pessoas na Bulgaria que viviam mais de 100 anos. Esta
longevidade ndo podia ser atribuida as condicbes de saude daquela época, pois a Bulgaria
era um dos paises mais pobres da Europa e a medicina ndo apresentava grandes avancos.
O Dr. Metchnikoff também observou que os camponeses bulgaros consumiam muito iogurte.
Ele isolou as bactérias do iogurte e descobriu que elas conferiam grandes beneficios a
saude dos individuos (Metchnikoff, 1908).

O termo probiotico quer dizer pré-vida ou a favor da vida e tem sido utilizado para
descrever microorganismos benéficos a saude. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a definicAo de bactérias probidticas € a de microorganismos vivos que, quando
administrados na quantidade adequada, conferem algum beneficio & saude do hospedeiro
(FAOWHO, 2002).

A maioria dos microrganismos probidticos sdo Bactérias do Acido Latico (BAL), Gram
positivo, geralmente catalase negativo, ndo esporulantes, anaerobias estritas, facultativas ou
que crescem em microaerofilia. Assim sendo, os probidticos incluem espécies de BAL dos
géneros Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus e Weissella (Oliveira-Sequeira, Ribeiro

e Gomes, 2008), além de Bifidobacterium e algumas linhagens das leveduras
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Saccharomyces boulardii e S. cerevisiae (Naidu et al., 1999). Entretanto, existem
preparacdes probibticas comerciais incluindo bactérias Gram negativo, tal como a linhagem
E. coli Nissle 1917 (Nissle, 1959; Schultz et al., 2004). Culturas simples ou mistas de
microorganismos vivos sdo usadas em preparacdes probidticas, em diferentes formulacdes

tecnoldgicas, incluidas na dieta humana e animal (Berg, 1998, Vaughan et al., 1999).

Nas ultimas duas décadas se intensificaram as pesquisas de base e de caréater clinico
nos probidticos, resultando em mais de seis mil publica¢des na literatura biomédica, sendo
60% destas nos ultimos cinco anos. Algumas destas publicacdes foram em revistas de altos
rankings de classificacédo e fator de impacto em peridédicos nas bases indexadoras (Rijkers
et al., 2011).

1.2.2. Mecanismos de acgdo de um probi6tico

1.2.2.1. Competicéo por sitios de ligagéo

As bactérias probioticas ocupam os sitios de ligacdes (receptores ou pontos de ligacao)
na mucosa intestinal, formando um tipo de barreira fisica as bactérias patogénicas. Assim,
as bactérias patogénicas ndo conseguem se ligar a esses receptores e, consequentemente,
sdo excluidas pela competicao (Fuller, 1992; Havenaar; Brink; Huis-int'veld, 1992;
Ouwehand et al., 1999; Cross, 2002; Lavermicocca et al., 2005; Reid e Hammond, 2005).

Os microorganismos probi6ticos presentes no trato gastrintestinal atuam também como
uma barreira defensiva do animal, impedindo que microorganismos potencialmente
patogénicos exercam seus efeitos, uma vez que se aderem as paredes intestinais e
reduzem a area de ocupacdo destes (Saad, 2006). De acordo com Kos e colaboradores
(2003), a aderéncia bacteriana envolve varios fatores, sendo que o0 processo inicial é
baseado em interacdes fisico-quimicas, que estdo relacionadas as cargas elétricas

presentes e a hidrofobicidade da parede celular do microorganismo.

1.2.2.2 Competicdo por nutrientes

A escassez de nutrientes disponiveis na luz intestinal que possam ser metabolizados
pelas bactérias patogénicas € um fator limitante de manutencdo das mesmas neste
ambiente, uma vez que o0 intestino j& se encontra colonizado por microorganismos
comensais, que naturalmente competem por alimentos com as bactérias patogénicas. As

bactérias probioticas se nutrem de ingredientes que foram parcialmente degradados pelas



21

enzimas digestivas normais, ou que foram intencionalmente adicionados a dieta como
prebidticos (Gibson e Roberfroid, 1995; Rolfe, 2000; Gibson, Mccartney, Raltall, 2005).

Na maioria das vezes, os probioticos sao selecionados a partir das bactérias da
microbiota indigena, aumentando as chances de obtencdo de bactérias com melhor
capacidade adaptativa as condi¢des intestinais do hospedeiro. Assim, um probidtico é capaz
de metabolizar de forma mais répida e eficiente os nutrientes, tornando-os indisponiveis aos
patdgenos e, consequentemente, impedindo a proliferacdo destes (Spencer; Chesson, 1994;
Pancheniak, 2005).

1.2.2.3. Indugéo da producdo de muco e defensinas

A ligacdo das linhagens probiodticas as células epiteliais do intestino como, por exemplo,
as células de Paneth e enterocitos, estimulam a produgdo de defensinas e muco,
respectivamente, substancias importantes na protecdo das superficies mucosas contra

invasdo por patdgenos (Figura 1) (Lebeer et al., 2010).
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Figura 1: Principais vias de a¢do de um probiético.

Um probidtico é capaz de estimular a producdo de defensinas e muco quando em contato com as
células de Paneth e com os enterdcitos. Além disso, pode interagir com as células dendriticas na
lamina prépria através de suas prolongagfes entre as células epiteliais intestinais e pela transcitose
mediada pelas células M. O tipo de interacdo € dependente da dindmica do muco intestinal e,
independente da via, é capaz de induzir a producéo de citocinas que podem atuar como adjuvante

imune. Fonte: Adaptado de Lebeer et al., 2010.
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1.2.2.4. Imunomodulacéo

Alguns géneros de bactérias intestinais, como as bactérias laticas e Bifidobacterium,
estdo diretamente relacionados com o estimulo da resposta imune por aumento da
producdo de anticorpos, ativacdo de macréfagos, proliferacdo de células T e producéo de
interferon, entre outras citocinas. Entretanto, o verdadeiro mecanismo pelo qual essas
bactérias estimulam o sistema imune ainda permanece com muitos pontos a serem
esclarecidos (Fuller, 1992; Isolauri, et al., 2001; Matsumoto et al., 2005; Rinne et al., 2005;
Peluso et al., 2007) e as propriedades imunomodulatérias variam consideralvamente

dependendo de cada linhagem considerada (Van Overtvelt et al., 2010).

A imunomodulacéo pelos probidticos € resultado da interagdo de moléculas conservadas
da parede celular destes microrganismos (MAMPSs) com receptores de reconhecimento do
hospedeiro (PRRs), induzindo as vias de sinaliza¢éo do sistema imune, sendo que o tipo de
resposta imunologica gerada € diretamente dependente da linhagem probidtica ingerida e do

tipo celular ao qual ela se liga (Cross, 2002; Oelschlaeger, 2010).

A interacdo do microrganismo probidtico com as células dendriticas é o fator que
promove a producdo de citocinas, moléculas do complexo de histocompatibilidade principal
(MHC) para apresentacdo de antigenos, e moléculas co-estimulatérias que polarizam
células T em células T regulatérias e auxiliares tipos 1 e 2. Além disso, bactérias probiéticas
podem atingir o tecido linféide associado ao intestino atravessando células intestinais
especiais (transcitose), chamadas células M, e interagir diretamente com as células
dendriticas, modulando a resposta imune (Figura 1) (Lebeer, Vanderleyden e

Keersmaecker, 2010).

Outro aspecto importante é que uma vez estabelecido no TGI, o probiético promove o
estimulo & proliferacdo de células T regulatérias e imunoglobulinas, principalmente IgA
secretora (slgA), permitindo um desenvolvimento normal do sistema imune por meio da
inducdo da toleréncia a antigenos luminais, auxiliando no combate a patdgenos entéricos,

prevencdo de doencas autoimunes e alergias alimentares (Shi e Walker, 2004).

Diversos estudos tém investigado o papel dos probiéticos ha modulacdo da liberacéo de
citocinas (Griffiths et al., 2004; Blumer et al., 2007; Frick et al., 2007; Rochat et al., 2007). As
citocinas sdo substancias sinalizadoras que atuam na imunidade inata e adaptativa
transportando informagfes entre células inflamatdrias. Elas podem aumentar a inducdo de
células efetoras e proteinas que potencializam a resposta antimicrobiana (Abbas; Lichtman,
2005).
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A resposta inflamatéria é a reagéo local inicial da imunidade inata, na qual linfocitos séo
ativados e recrutados para o local da infeccdo para combaté-la. A reacdo de inflamagéo em
combate a microrganismos invasores € iniciada por citocinas, principalmente fator de
necrose tumoral (TNFA), interleucina-1 (IL1) e quimiocinas, que agem ativando e recrutando
leucécitos (Abbas e Lichtman, 2005).

O TNFA é uma citocina multifuncional que possui atividades centrais na inflamacgéo
aguda e crdnica, na resposta antitumoral e nas infeccdes. O aumento exagerado da sintese
de TNFA esta relacionado com a presenca de doencas inflamatérias como artrite
reumatéide e doencas inflamatdérias intestinais (Palladino et al., 2003). Dentre as diversas
fungbes atribuidas ao TNFA encontram-se o estimulo de linfécitos B produtores de IgA e
linfécitos T produtores de IL2, IFNG e outras citocinas, indugdo de producéo de proteina C
reativa pelos hepatdcitos, supresséo da atividade da lipase lipoprotéica e inducdo da febre e
sono (Eigler et al., 1997).

A IL6 é uma citocina importante na cascata de resposta a infeccdo do hospedeiro. Ela
ativa a resposta de fase aguda, estimula linfécitos T, induz a diferenciacdo terminal de
linfécitos B e a producao de proteina C reativa pelos hepatécitos (Papanicolaou et al., 1998).
Produzida por diversos tipos celulares, atua tanto na imunidade inata quanto na adaptativa.
Ela é considerada um pirogénico enddgeno, visto que € capaz de induzir a febre e a
producdo de proteinas de fase aguda que, semelhante a acdo dos anticorpos, apresentam

especificidade para moléculas de patdgenos (Janeway; Travers, 1997).

O IFNG, produzido pelas células Thl, é a principal citocina ativadora de macréfagos
(Abbas e Lichtman, 2005) e tem importante papel na defesa do organismo contra
patégenos. As células T produzem IFNG em resposta ao reconhecimento de antigenos e ele
aumenta a acdo antimicrobiana de macréfagos pela estimulacdo da sintese de

intermediarios reativos do oxigénio e de éxido nitrico (Gantner et al., 1996).

O papel das citocinas IL10 e TGFB1 é regular a imunidade e a inflamacdo, sendo
capazes de suprimir a inflamagéo hepatica durante a infeccdo por Schistossoma mansoni
(Herbert, 2008). O TGFB1 além da fungdo supressora sobre as ceélulas alvo, como 0s
macroéfagos, esta envolvido na cicatrizacdo exercendo fungdes reparadoras para minimizar
os danos teciduais (Melo et. al.,, 2009). Como a IL-10, inibe a ativacdo das células
apresentadoras de antigenos (APCs) e € antagonista do IFNG, sendo relacionada as

reacdes de controle da inflamacgéo nos tecidos alvo (Sojka et. al., 2008).

Existem ainda outros trabalhos que falam do uso de bactérias laticas como adjuvantes
em vacinas contra gripe, poliomielite, rotavirus e cdlera como L. rhamnosus GG, L.
acidophilus NCFM, L. acidophilus CRL431, L. acidophilus La-14, L. fermentum CECT5716,
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L. casei DN-114 001 e Bifidobacterium lactis BI-04 (Boge et al., 2009; Davidson et al., 2011,
Isolauri et al., 1995; Kaila et al., 1992; Paineau et al., 2008; Winkler et al., 2005; Zhang et al.,
2008). A palavra “adjuvante” na frase "adjuvante probiético" ndo é usada em sua definicao
tradicional, na qual uma substancia adjuvante estd incluida na formulagdo da vacina para
auxiliar a resposta imunitéaria ao antigeno da vacina. Em vez disso, os adjuvantes probi6ticos
melhoram a imunogenicidade das vacinas, quando administradas por via oral repetidamente
préximo ao momento de vacinacdo e separadamente da vacina. Os dados revelam que
normalmente os adjuvantes probibticos sdo indutores de citocinas do tipo Thl como IL12 e
IFNG e séo capazes de levar a producdo de IgA especifica contra o antigeno (Hori et al.,
2001; Olivares et al., 2007; Zhang et al., 2009).

1.2.2.5. Producao de substancias antibacterianas

As bactérias da microbiota intestinal e/ou componentes dos probiéticos podem produzir e
liberar compostos como as bacteriocinas (Villani et al., 1995; Rodrigues, 1996; Naidu,
Bidlack, Clemens, 1999; Vélez et al., 2007), acidos orgéanicos e perodxido de hidrogénio
(Havenaar, Brink e Huis-int'veld, 1992; Naidu; Bidlack; Clemens, 1999), que tém acédo

bacteriostética ou bactericida, especialmente em relagéo as bactérias patogénicas.

As bacteriocinas sao peptideos antimicrobianos sintetizados nos ribossomas de acado
local, que inibem o crescimento de outras bactérias. No caso dos probiéticos, existem na
literatura varios trabalhos descrevendo a a¢cdo antagonista destas substancias contra varios
patdgenos, tais como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis,
Klebsiella pneumoniae, Clostridium sporogenes, Clostridium perfringens, Staphylococcus
aureus, Salmonella enteritidis, dentre outros (Jamuna, Babusha e Jeevaratnam, 2004;
Garcia et al., 2006; Todorov e Dicks, 2007; Todorov, 2009).

As bactérias laticas produzem nisina, diplococcina, lactocidina, bulgaricina, dentre outras.
Essas substancias apresentam atividade inibitoria, tanto para bactérias Gram-negativo
quanto para Gram-postitivo (Keersmaecker et al., 2006; Cleusix et al., 2007; Corr et al.,
2007; Lima et al., 2007). As bactérias intestinais, utilizando-se de ingredientes alimentares
ndo absorvidos integralmente pelo hospedeiro, produzem alguns acidos organicos, como o
propibnico, o acético, o butirico e o latico, além do peroxido de hidrogénio, cujos espectros
de acédo incluem também a inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas. Por isso, ndo
deve ser descartada a idéia de que todas estas substancias antibacterianas podem atuar em
associacao (Villani et al., 1995; Rodrigues et al., 1996; Naidu; Bidlack; Clemens, 1999;
Naaber et al., 2004; Laughton et al., 2006).
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1.2.3 Identificacdo, critérios de selecdo e efetividade de um probidtico

A identificacdo de bactérias laticas por métodos fenotipicos € uma tarefa ardua e
demorada, e sdo necessarios cerca de dezessete testes para determinar com alguma

precisdo um isolado de Lactobacillus ao nivel de espécie (Tannock et. al., 1999).

De acordo com Klein et. al. (1998), a aplicacdo de ensaios fenotipicos visando a
designacdo das culturas probidticas empregadas em produtos comerciais tem promovido
divergéncias na identificacdo, sendo observados erros, como por exemplo espécies de L.
johnsonii e L. gasseri relatadas como L. acidophilus e cepas de L. paracasei descritas como
L. casei. Como alternativa aos testes fenotipicos, técnicas moleculares tém sido utilizadas
com sucesso para andlise filogenética, estudo da ecologia microbiana de ecossistemas e

identificacdo de microrganismos dos géneros de bactérias (Floresta, 2003; Lee et al., 2008).

Dentre as abordagens moleculares, algumas técnicas tém sido utilizadas, como a PCR-
ARDRA (anélise de restricdo do DNA ribossémico amplificado), REP-PCR (reacdo da
polimerase em cadeia com sequéncias de elementos extragénicos repetitivos palindrémicos)
e 0 sequenciamento do gene 16S do rRNA (Bjorkroth 2002; Moreira, 2005; Viegas, 2008;
Lee et al., 2011, Sandes et al., 2014).

Para comprovar as propriedades probiéticas, as bactérias selecionadas devem ser
avaliadas quanto alguns critérios, dentre eles a capacidade de resistir as condicbes
adversas impostas pelo organismo do hospedeiro como as variacbes de pH ao longo do
trato gastrintestinal, a presenca de sais biliares e de enzimas gastricas e intestinais, além de
serem capazes de aderir & mucosa intestinal e de ter atividade antagonista contra os
patégenos (Hoyos, 1997; Turner, Dritz e Minton, 2001; Ruiz-Moyano et al., 2008) seja pela
producdo de compostos antagonistas (bacteriocinas e antibiéticos) ou pela competicdo por
sitios de adesao (Morelli, 2000; Saarela et al., 2000; Mota et al., 2006).

Tais microorganismos ndo devem ter potencial patogénico, devem ser provenientes de
animais saudaveis, habitantes normais do intestino, ndo devem ser toxicos nem patogénicos
e, além disso, é preferivel que as cepas utilizadas sejam hospedeiro-especificas, para que
se obtenha uma eficacia méxima do produto (Salminen et al., 1998; Murarolli, 2008, Nagpal
et al., 2012).

Os probidticos devem apresentar caracteristicas que permitam a sua producdo em larga
escala, como uma fécil proliferagéo in vitro, facil manipulacéo, boas condi¢des de produgéo
industrial e que sobrevivam no produto final conservando sua funcdo (Pancheniak, 2005).
Além disso, deve ser observada a habilidade da cultura em coexistir com a microbiota

indigena do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Deste modo, testes indiretos in vitro baseados
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nos mecanismos de acgdo probidtica dos microorganismos podem direcionar a selecdo de

linhagens com caracteristicas de interesse.

As propriedades desejaveis dos probioticos sdo dependentes de sua capacidade de
permanecer Vviaveis e de colonizar o intestino. Para isso, um numero suficiente de bactérias
vidveis deve estar presente nos produtos no momento do consumo. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Instrugdo Normativa n°46, de 23 de Outubro de
2007, estabelece que para um produto probibtico apresentar a alegacdo de promocdo da
saude, a quantidade minima vidvel do microorganismo probidtico deve estar situada entre
108-10° UFC dose diaria do produto final, conforme a indicacdo de consumo pelo fabricante
(Brasil, 2007). O consumo de 108-10° UFC/dia é necessario para garantir que as bactérias
probidticas cheguem ao intestino em niveis populacionais semelhantes aos da microbiota
dominante (Ouwehand et al. 2002a) permitindo, desta maneira, o desenvolvimento de algum
efeito benéfico (Sellars, 1991). A busca por formulagdes farmacéuticas ou terapéuticas que
garantam a viabilidade das bactérias, por longos periodos, é um dos grandes desafios atuais

dos pesquisadores da area de alimentos funcionais (Lee e Salminen, 1995).

1.2.4. Utilizacao de probiéticos em equinos

O equilibrio da microbiota presente no TGl de um animal saudavel é extremamente
importante para a maxima absorcdo e aproveitamento dos nutrientes. Contudo, em
situacdes de estresse (transporte, periodo poOs-operatorio, exercicio fisico em excesso,
desmame, doencas e alimentacdo inadequada), este equilibrio pode ser afetado
negativamente, diminuindo o aproveitamento de nutrientes e aumentando a incidéncia de
disturbios gastrintestinais, como a codlica. Diante disso, 0 uso de probioticos consiste em
auxiliar a manutencdo e/ou restabelecimento do equilibrio ideal entre microorganismos

benéficos e patogénicos (Moura et al., 2010).

Entre os aditivos utilizados na produgdo animal, destacam-se os probiéticos, os quais
trazem beneficios & salude do hospedeiro, ndo deixam residuos nos produtos de origem
animal e ndo promovem resisténcia as drogas (Nepomuceno e Andreatti, 2000; Furtado et
al. 2010). Segundo Lyons (1997), os probidticos tém sido utilizados em outros
monogastricos (aves e suinos) como promotores de crescimento em substituicdo aos
antimicrobianos. Os produtos contém microorganismos e substancias que propiciam o
balanceamento microbiano intestinal adequado e contribuem efetivamente para a melhoria

na absorcdo dos nutrientes pelo organismo animal.
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Os produtos probidticos comumente destinados aos equinos sdo compostos por culturas
bacterianas vivas de Lactobacillus acidophilus, Streptococcus faecium e Bacillus subtilis, e
culturas das leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae e fungo filamentoso Aspergillus
oryzae; sendo comumente utilizados no combate de problemas associados com estresse,
tais como falha na ingestdo de colostro, desmame, mudangas na alimentacéo, transporte,
clima adverso, doengas recorrentes, animais debilitados nutricionalmente, e
antibioticoterapia prolongada. Esses aditivos estdo disponiveis sob varias formas de
apresentacfes, tais como pas, pastas, gel, cipsulas, sendo administrados via oral, sobre o

alimento ou na agua de bebida (Montes e Pugh, 1993; Lewis, 2000).

Diversos estudos comprovaram a melhoria da digestibilidade dos nutrientes com a
utilizacdo de probidticos na dieta de equinos, especialmente sobre a fracdo fibrosa dos
alimentos (Kim et al., 1991; Moore et al., 1994; Hill e Gutsell, 1998; Medina et al., 2002;
Jouany et al., 2009; Furtado et al., 2010; Moura et al., 2009, 2010;). Em alguns trabalhos
foram observados os efeitos dos probiéticos sobre a disponibilidade de minerais, como
fésforo, célcio e magnésio (Pagan, 1990, Moura et al., 2010;). No entanto, existe uma
grande variacdo nos resultados observados nesses estudos, provavelmente devido as
diferencas na concentracdo e dosagem dos aditivos testados, interacdo entre composicao
da dieta, grupos experimentais e tempo de adaptacdo a dieta.

Em animais recém-nascidos a administracdo de probidticos, constituidos por
Lactobacillus, é capaz de diminuir a incidéncia de diarreias e aumentar a taxa de
crescimento. Potros suplementados com probidticos apresentaram maior peso corporal,
cerca de 6% a mais em relacdo aqueles que nado foram suplementados (Yuyama et al.,
2004). No caso de potros desmamados, 0 uso de probidticos também promove um efeito

benéfico, aumentando o aproveitamento dos nutrientes fornecidos pela dieta (Moura, 2010).

Em animais atletas, a alta exigéncia energética ocasionada por treinamentos intensos
pode provocar aumento na incidéncia de cdlicas, pois uma maior quantidade de amido néao
digerido pode chegar ceco e intestino grosso causando rapida fermentacéo e reducao de pH
(Moura, 2007). Nesses casos, Medina et al. (2002) constataram que a suplementagdo com
leveduras (Saccharomyces cerevisiae) foi capaz de reduzir a variagdo do &cido latico e pH

intestinal, tornando os animais mais tolerantes a este padréo de alimentacgéo.

Apesar de uma série de produtos comerciais a base de probiéticos serem vendidos para
a espécie equina, ainda ndo existem pesquisas suficientes que justifiqguem sua ampla
utilizacdo prética, pois os resultados publicados ainda s&o conflitantes. Mais estudos s&o
necessarios visando a elaboracdo e fornecimento de produtos comerciais criteriosamente

avaliados com relacéo as espécies utilizadas e concentracbes adequadas (Moura, 2007).
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1.3. O género Lactobacillus

Com o surgimento de novos patdégenos, 0 reaparecimento de antigos patdégenos e o
desenvolvimento de linhagens resistentes a mdltiplos antimicrobianos, tem crescido o
interesse na pesquisa e selecdo de linhagens de bactérias laticas com propriedades
probidticas, que possam ser usadas para combater infec¢bes bacterianas (McCoy e
Gilliland, 2007). Essas bactérias fazem parte da microbiota intestinal dos mamiferos e
fermentam uma variedade de nutrientes em &cido latico como principal produto. Os
principais géneros pertencentes a esta classe de bactérias sdo Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Weissella, Carnobacterium, Vagococcus, Enterococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Lactosphaera e Oenococcus (Carr et. al.; 2002). Estes microorganismos sao
caracterizados por serem Gram positivo, ndo esporulantes, majoritariamente catalase-
negativo, desprovidos de citocromos, aerotolerantes, A&cido-tolerantes e estritamente
fermentativos. Porém, a principal caracteristica do grupo € a capacidade de produzir acido
latico como produto final da fermentacdo de carboidratos (Holzapfel et al., 2001, Axelsson,

2004).

O género Lactobacillus constitui-se num grupo heterogéneo de bactérias que
compreende 213 espécies e 28 subespécies (Euzéby, 2015). De acordo com o
Delineamento Taxon6mico dos Procariotos (Garrity et. al., 2004), o género pertence ao filo
Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales, familia Lactobacillaceae. Ocupam diversos
nichos ecolégicos como solo, vegetais e agua; trato respiratério, gastrintestinal e urogenital
de humanos e animais; e alimentos, especialmente iogurtes, bebidas fermentadas, queijos,
carnes e outros (Felis; Dellaglio, 2007; Euzéby, 2015;). Os Lactobacillus, descritos por
Beijerinck em 1901, sdo bactérias Gram positivo, ndo formadores de esporos, com
morfologia bacilar ou cocobacilar, fermentadoras, microaeréfilas e quimio-organotréficas,
que requerem meios ricos para seu crescimento. Além disso, sdo catalase-negativo,
entretanto, atividade de pseudocatalase pode estar presente em algumas linhagens. De
forma geral, o genoma dos lactobacilos tem conteddo GC menor que 54% (Felis e Dellaglio,
2007). Sao fermentadores de glicose, majoritariamente homofermentativos, em que o
produto final € o acido latico, mas ha representantes heterofermentativos que produzem

lactato, CO, e etanol em quantidades equimolares.

No intestino, os Lactobacillus contribuem com todas as fun¢des benéficas da microbiota
indigena para o hospedeiro. Além disso, a reducdo da populacdo de Lactobacillus na
microbiota intestinal esta associada ao envelhecimento e a disbiose, sendo esta reducéo

fator para desenvolvimento de doencas inflamatérias intestinais (“Inflammatory Bowel
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Diseases”) (IBDs) (Woodmansey, 2007). Portanto, os Lactobacillus estdo intimamente
associados a promocao da saude e do bem-estar do hospedeiro.

A frequéncia de ocorréncia de bactérias laticas e, portanto de Lactobacillus, como
bactérias oportunistas € extremamente rara. Além disso, ndo foram descritas associacdes
dessas bactérias com fatores de viruléncia conhecidos (Lee e Salminen, 1995; Maassen et
al. 2003; Lorca e de Valdez, 2009). A International Union of Microbiological Societies
concluiu que ndo existem dados substanciais que relacionam Lactobacillus como
organismos que representam risco a salde do hospedeiro (Lee e Salminen, 1995). Esses
dados, somados ao uso corriqueiro destes microorganismos na alimentacdo humana,
levaram os Lactobacillus a adquirirem o status GRAS (“Generally Recognized as Safe”).
Diante disso, e da constatacdo de efeitos benéficos advindos do uso de Lactobacillus na
dieta, varios estudos apontam bactérias deste género como possuidoras de propriedades

probidticas.

Vérias linhagens pertencentes ao género foram isoladas e tém tido seu potencial
probidtico intensamente caracterizado, sendo publicados véarios efeitos benéficos advindos
da sua utilizagdo. Por exemplo, Lactobacillus acidophilus LC1 (ATCC 53103) possui
capacidade de aumentar a imunidade natural; L. rhamnosus GG esta associado a
prevencdo de diarreia apls tratamento com antimicrobianos, tratamento de diarreia
relacionada com a infecgdo por Clostridium difficile, reducdo dos sintomas da doenca de
Crohn e possui atividade de adjuvante imune; L. casei Shirota tem efeitos descritos na
prevencdo de distarbios intestinais além de efeitos anticarcinogénicos (Lee e Salminen,
1995; Maassen et al. 2003; Lorca e de Valdez, 2009). Os Lactobacillus apresentam em geral
antagonismo contra uma variedade de patégenos, tais como Salmonella enterica
Typhimurium, Listeria monocytogenes e Escherichia coli 0157 (Cross, 2002). Atividade pro-
inflamatoria tem sido correlacionada a administracdo de diferentes linhagens, como por
exemplo, L. casei Shirota, L. gasseri e L. johnsonnii. Entretanto, efeitos anti-inflamatorios
(como reducao da producéo de IL12, IL6 e TNFA) tém sido observados na associagao de L.
reuteri com células dendriticas in vitro (NG et al., 2009). Além disso, os efeitos benéficos
associados ao uso de probidticos em sua maioria, também estdo associados ao uso de
Lactobacillus. Os Lactobacillus tém sido usados como suplementos alimentares na pecuaria
(Sandes, 2013, Gaagia et al., 2010; Frizzo et al., 2011). Entretanto, a maior parte dos
suplementos usados na nutricdo animal sdo preparacdes probidticas mistas constituidas de

diferentes linhagens de leveduras e bactérias.
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1.4 O género Weissella

1.4.1 Histérico

Trabalhando com bactérias de salsichas gregas, um grupo de pesquisadores percebeu
que alguns microrganismos isolados apresentavam caracteristicas peculiares que ndo se
enquadravam em nenhuma classificacdo existente (Collins et. al., 1993). Por meio de uma
identificacdo preliminar e por testes bioquimicos as bactérias desconhecidas
assemelhavam-se aos microrganismos do género Leuconostoc pelo tipo de acido latico
produzido, mas diferiam das espécies deste género em varias outras caracteristicas

fisiolgicas.

Para esclarecer estes resultados obtidos, os pesquisadores realizaram o sequenciamento
do gene 16S de rRNA destas bactérias. As andlises dos valores correspondentes as
distancias evolutivas entre os microorganismos desconhecidos e grupos de bactérias do
acido latico, evidenciaram uma forte relagcdo filogenética entre as cepas isoladas de
salsicha, algumas linhagens de Lactobacillus e a espécie Leuconostoc paramesenteroides.
Assim, o género Weissella foi proposto com o intuito de abranger estes microrganismos,

sendo a linhagem desconhecida classificada como Weissella hellenica (Viegas, 2008).

A partir destas analises, algumas bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e
Leuconostoc passaram a ser classificadas como do género Weissella, assim como
demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Designacdo de espécies de Lactobacillus e Leuconostoc para o novo género

Weissella.

Antiga Designacéo Nova Designacéo

Leuconostoc paramesenteroides Weissella paramesenteroides

Lactobacillus confusus Weissella confusa
Lactobacillus halotolerans Weissella halotolerans
Lactobacillus kandleri Weissella kandleri
Lactobacillus minor Weissella minor
Lactobacillus viridescens Weissella viridescens

Fonte: Collins et al.,1993.
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1.4.2 Caracteristicas taxonémicas, morfoldgicas e metabdlicas

O género Weissella pertence a familia Leuconostocaceae, ordem Lactobacillales, classe
Bacilli, filo Firmicutes (Collins et al., 1993). Assim como os Lactobacillus, também é
considerado um grupo de bactérias do acido Ilatico, incluindo microrganismos
heterofermentadores obrigatérios, com formato de cocos ou bastonetes, Gram positivo,
catalase negativo, ndo esporulantes, microaerofilos e geralmente iméveis (Jang et. al., 2002;
Amari et. al., 2012). O género Weissella forma um agrupamento monofilético, constituindo

um novo taxon inter-relacionado a outros géneros de bactérias do &cido latico (Figura 2).
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Figura 2. Perfil filogenética das bactérias do 4cido latico.
A. Aerococcus; C, Carnobacterium; E, Enterococcus; L, Lactobacillus; Lac, Lactococcus; Leu,
Leuconostoc; P, Pediococcus; S, Streptococcus; V, Vagococcus; W, Weissella. Fonte: Collins et. al.,

1993.

Até o momento, foram descritas 20 espécies de Weissella (Euzéby, 2015), isoladas de
fontes variadas como o solo, vegetais, carnes, peixes, alimentos fermentados, além do trato
gastrintestinal e vaginal humano e de animais (Valerio et al., 2009; Fusco et al., 2011). Além
disso, alguns trabalhos ja mostraram a possibilidade do desenvolvimento de probiéticos a

partir de representantes deste género (Nam et al., 2002; Lee, 2005; Kang, et al., 2012).
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1.4.3 Weissella como probiético

Pesquisas tém demonstrado que as bactérias deste género sao capazes de prevenir e
controlar patégenos bacterianos por meio da produg¢do de compostos antimicrobianos que
incluem &cido latico, peroxido de hidrogénio, diacetil e bacteriocinas (Espeche et al., 2009;
Kang et al., 2012; Serna-Cock et al., 2012).

A cepa W. kimchii PL9023, por exemplo, isolada do trato vaginal de uma mulher
saudavel, demonstrou ter atividade antagonista contra patdgenos vaginais como Candida

albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae (Lee, 2005).

Em 2010 foi descrito que a aplicagdo continua de linhagens de Weissella spp. nas
glandulas mamarias de vacas leiteiras poderia ser utilizada como uma alternativa viavel em
relagdo ao uso de antibioticos para prevencao e controle de mastite bovina, uma vez que os
antimicrobianos podem promover resisténcia bacteriana a longo prazo e afetar
negativamente a producao e qualidade do leite (Serna-Cock; Valencia-Hernanvez; Campos-
Gaona, 2010).

Assim como os Lactobacillus, bactérias pertencentes ao género Weissella sdo
encontradas colonizando os alimentos, plantas e mucosas orais e intestinais de animais e
humanos (Euzéby, 2009). Além disso, podem ser encontradas em culturas de sangue e
urina e bem como em drenagens ou amostras de vesiculas biliares (Bjorkroth et al., 2002),
ndo sendo descartados potenciais patogénicos a esses microrganismos (Olano et al., 2001).
Apesar disso, Weissella spp. apresentam potenciais funcionais probidticos, sendo isoladas
novas linhagens das mucosas humanas (Lee et. al., 2011) e animais (Soto et al., 2010;
Ayeni et al., 2011; Alvim, 2015) para utilizacdo como promotor da saude em seus

hospedeiros.

1.5 O Género Pediococcus

O género Pediococcus pertence a familia Lactobacillaceae e consiste de 15 espécies: P.
acidilactici, P. pentosaceus, P. clausenii, P. cellicola, P. sttilesii, P. inopinatus, P. damnosus,
P. parvulus, P. dextrinicus, P. siamensis, P. ethanolidurans, P. argentinicus, P. halophilus, P.
lolii, P. urinaeequi (Euzéby, 2015). Os microrganismos pertencentes ao género sdo Gram
positivo, catalase-negativo, microaerdéfilos, homofermentativos e produtores de D-lactato. A
microscopia se apresentam morfologicamente como cocos isolados, em pares ou mais

comumente em tétrades. Estdo presentes em produtos fermentados em geral e em menor
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quantidade em produtos lacteos fermentados (Bhowmik e Marth, 1990; Kantor et al., 1997,
Nigatu et al., 1998). Dentre as espécies do género, podem-se destacar duas delas: P.
acidilactici e P. pentosaceus que sdo amplamente usadas na fermentacdo de vegetais,
carnes, massas, sucos de fruta, derivados lacteos e silagem (Bhowmik, Marth, 1990;
Luchansky et al. 1992; Knorr, 1998; Hudson et al., 2000).

Pediococcus sdo componentes comuns da microbiota intestinal tanto em humanos
guanto em animais (Frizzo et al., 2010) e sdo reconhecidamente responsaveis por controlar
diarreias em criancas (Frizzo et al., 2010), reduzir o nimero de coliformes no intestino de
bezerros (Ellinger et al., 1990; Frizzo et al., 2010), e controlar efeitos de patégenos como
Salmonella e Escherichia coli (Collins e Carter, 1978; Underdhal et al., 1983; Frizzo et al.,
2010). Diversos estudos descrevem o potencial probiético de Pediococcus spp.,
principalmente pela producdo de compostos antimicrobianos como as pediocinas. A
pediocina PA-1 é uma bacteriocina pertencente a classe lla (ou familia das pediocinas) e
devido ao seu amplo espectro antimicrobiano e estabilidade em alimentos tornou-se uma
substancia de grande interesse industral e clinico como biopreservativo em virtude de seu
potencial probiético. Bhunia et al. (1990) avaliaram aspectos imunolégicos da pediocina em
coelhos e ndo constataram potencial imunogénico e nem toxico, podendo ser aplicada com
seguranca em alimentos como um biopreservativo. Rodriguez et al. (2002) constataram que
P. acidilactici BA28 produtora de pediocina foi capaz de retardar o crescimento e a
colonizacdo estomacal por H. pylori em camundongos, além de reverter 0 processo
infeccioso causado pelo patégeno. Dabour et al. (2009) avaliando a diferenca do efeito
protetor frente a infec¢do por Listeria monocytogenes na administracdo intragastrica de
pediocina e na administracdo oral de P. acidilactici constataram que a bacteriocina exerce
maiores efeitos benéficos em detrimento da bactéria, quando administrados oralmente em

camundongos.

Alguns estudos tém demonstrado o potencial probidtico de Pediococcus pentosaceus,
especificamente, independente da producéo de pedicionas. Choi et al. (2003) relataram que
a linhagem EROM 101 de P. pentosaceus promoveu aumento da resposta imune, além de
atividade anticancerigena e propriedades antimicrobianas. Chiu et al. (2007) comprovaram
gue a linhagem MP12 de P. pentosaceus foi capaz de antagonizar in vivo Salmonella
enterica sorovar Typhimurium inibindo as contagens desta bactéria no bago e no figado de
camundongos. Em outro estudo Jonganurakkun et al. (2008) verificaram na linhagem P.
pentosaceus NB-17 um potencial probidtico, por apresentar uma capacidade

imunomodulatéria e por resistir adequadamente as condi¢des adversas do TGl in vitro.
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1.6 O Género Salmonella

1.6.1 Histéria, taxonomia, transmisséo e infec¢cédo

O género Salmonella compreende um grupo heterogéneo de microrganismos em forma
de bacilos geralmente méveis, Gram negativo, ndo esporulantes, anaerébios facultativos e
fermentadores de glicose (Hur; Jawale; Lee, 2012). Taxonomicamente, pertencem a familia
Enterobacteriaceae, Ordem Enterobacteriales, Classe Gammaproteobacteria e Filo
Proteobacteria (Pickler, 2012).

Os microrganismos deste género sdo fermentadores de glicose, mas sédo geralmente
incapazes de fermentar a lactose e a sacarose. O pH 6timo para a sua multiplicacdo é
proximo de 7,0, sendo que valores superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo bactericidas. A
temperatura ideal de crescimento encontra-se na faixa de 35-37°C, sendo a minima de 5°C
e a maxima de 47°C. A designacdo do género Salmonella foi adotada em 1900 por
Ligniéres, em homenagem a Daniel Elmer Salmon, médico veterinario norte-americano
responsavel por isolar do intestino de suinos a primeira espécie do género, Salmonella

enterica sorovar Choleraesuis, em 1886 (Griffith, Schwartz e Meyerholdz, 2006).

Atualmente, s@o descritas duas espécies e algumas subespécies: Salmonella bongori e
Salmonella enterica (subespécies enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae, indica,
bongori, choleraesius). Em cada subespécie sao reconhecidos diferentes sorovares com
base na caracterizacdo de seus antigenos somaticos e flagelares, totalizando 2.610
sorovares (Tindal et al., 2005; Guibourdenche et al., 2010).

A transmisséo para o hospedeiro ocorre, principalmente, por meio da ingestdo de cepas
patogénicas de Salmonella spp. por meio do consumo de agua e/ou alimentos

contaminados (Shinohara et al., 2008; Mastroeni; Grant, 2011).

A S. enterica infecta 0 hospedeiro usualmente através da rota oral. No intestino delgado,
a Salmonella invade principalmente as células M, coloniza as placas de Peyer e ganha
acesso tecido linféide associado ao intestino (GALT). Outras rotas de invasdo sao usadas
pela Salmonella como os enterécitos e células dendriticas. Atingindo o tecido linféide, a
Salmonella invade principalmente os fagdcitos residentes, nos quais a bactéria sobrevive e
se replica. Essas células-alvo acabam servindo também como veiculos, através dos quais
ela se espalha pelo corpo (Raupach; Kaufmann, 2001). A translocacéo bacteriana € definida
como a passagem de bactérias vidveis a partir do TGl para os nodulos linfaticos
mesentéricos e outros 6rgdos extra-intestinais como o figado, bagco e sangue. Esta

passagem acontece através das células M, podendo ocorrer entre enterdcitos que sofreram



35

alguma injuria (Schley; Field, 2002; Gatt, Reddy; Macfie, 2007). A capacidade de
translocacdo é considerada o principal fator responséavel pela patogenicidade e infectividade
de S. Typhimurium (Gill et al., 2001).

Além de ser um problema de salde publica, S. enterica pode causar doencas fatais em
animais domésticos, gerando perdas econdmicas (Mastroeni e Grant, 2011). Existem duas
principais manifestagfes clinicas associadas com a infec¢do por S. enterica: a febre tifdide
(doenca sistémica) e a salmonelose néo tiféide (uma doenca gastrintestinal conhecida como
enterite aguda) (Layton; Galyov, 2007). S. enterica sorovar Typhi e Paratyphi apresentam
infectividade restrita aos primatas e causam a febre tiféide. Os sintomas associados a essa
patologia séo febre progressiva, dor abdominal, diarreia ndo-sanguinolenta e sudorese. S.
enterica Typhimurium e Enteritidis causam, em humanos, gastrenterites ndo-tiféides. Porém,
a infectividade destes sorovares nao é restrita aos primatas, sendo capazes de colonizar

diferentes hospedeiros.

1.6.2 Tratamento da salmonelose e modelo experimental

O tratamento da salmonelose, classicamente, envolve a utilizagdo de antimicrobianos
pertencentes a classe das fluoroquinolonas. Porém, o uso terapéutico e como promotor de
crescimento de fluoroquinolonas em animais de produc¢éo acarretou um aumento do nimero
de infecgBes por Salmonellas resistentes. Além disso, constatou-se que a resisténcia do
tratamento com esta droga comecou a tornar-se frequente. O posterior aparecimento de
linhagens de Salmonella multi-resistentes, MDR (multidrug-resistant), agravou a situacao,

devido a limitag&o de tratamento contra as infecgbes em seres humanos (WHO, 2012).

Diante deste cenario, o uso de probidticos tem sido apontado como uma possivel
bacterio-profilaxia contra a infeccdo por Salmonella, devido ao efeito protetor conferido por
algumas linhagens probiéticas frente ao desafio em camundongos com Salmonella (Cross,
2002). A protecdo conferida pelos probiéticos no modelo experimental de salmonelose
murina é provavelmente atribuida & combinacdo de dois mecanismos: a produgédo de
substancias antibacterianas contra Salmonella e o aumento da resposta imune do
hospedeiro contra a infeccdo, observada pelo incremento da producdo de anticorpos IgA
especificos contra o patdgeno na mucosa intestinal, bem como aumento da atividade de
células do sistema imune (Perdigon et al., 1990a; Bernet-camard et al., 1997). A utilizacdo
da mistura Lactobacillus acidophilus e L. casei causou efetiva reducdo na translocacdo dos
patdgenos para o figado e o baco, o que levou a sobrevivéncia de todos os animais

desafiados (Perdigbn et al., 1990b). Resultados similares foram encontrados por Gill et al.
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(2001), com efeito protetor conferido pelo pré-tratamento com L. rhamnosus HNOO1 e
Bifidobacterium lactis HNO19 contra o desafio oral de camundongos por Salmonella.

A Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium é um patégeno natural de
roedores, promovendo nos animais lesées muito semelhantes as observadas em vitimas
humanas de febre tiféide. Assim, as interacdes desta bactéria com seu hospedeiro natural,
como os camundongos, sdo consideradas o melhor modelo experimental para o estudo

deste enteropatégeno (O’'Brien, 1982).

Os camundongos infectados por S. Typhimurium desenvolvem uma doenca sistémica,
cuja cinética encontra-se bem estabelecida. Inicialmente, ocorre uma rapida eliminagéo de
bactérias, havendo, entdo, a instalacdo destas no figado e bago, onde se replicam nas
células fagocitarias, promovendo hepato e esplenomegalia, respectivamente.
Posteriormente, h4 o reconhecimento do microrganismo, por intermédio das células
fagociticas, pelo sistema imune inato por meio dos padrées moleculares associados aos
patégenos (PAMPS), o que resulta na producdo de citocinas pro-inflamatérias (TNFA, IL1,
IL6, IL12 e IFNG) e uma infiltragdo de mondcitos e neutréfilos nos locais de inflamacéo. Na
dltima fase do processo infeccioso, mecanismos efetores da imunidade adaptativa séo
gerados, fazendo intervir as células B e T, e os titulos de anticorpos anti-Salmonella
aumentam (Grassl e Finlay, 2008).

O desafio experimental de S. Typhimurium em camundongos constitui um excelente
modelo de estudo para compreensdo da infectividade e patogenicidade deste
enteropatdégeno, permitindo a identificacdo de fatores de viruléncia, bem como viabilizando
as possiveis formas de prevencdo e tratamento da salmonelose, tanto em animais quanto

em humanos (Santos et al., 2001).

1.6.3 Salmonelose em equinos

A salmonelose é uma zoonose de importdncia mundial. A Salmonella é uma
enterobactéria encontrada em diferentes espécies animais, apresentando ampla distribuicdo
e permanéncia no ambiente, podendo causar doencas fatais, gerando perdas econémicas
(Weiss et al., 2002; Mastroeni; Grant, 2011). Todos estes fatores contribuem para que este
microrganismo assuma um papel importante na saude publica, sendo a terceira zoonose
mais descrita no Brasil, segundo dados da divisdo de epidemiologia do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2013).
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A infeccdo por Salmonella é a causa mais comum de diarreia aguda nos potros, levando-
se em consideracdo que 80% dos potros apresentam pelo menos um episddio até os seis
meses de idade (Jones; Spier, 2000; Melo et. al., 2007). A salmonelose pode produzir surto
de bacteremia, diarreia, choque séptico e morte, especialmente em potros mais jovens que
oito dias de idade. O diagndstico, o tratamento e o manejo da salmonelose representam um

desafio ao veterinario.

Os principios da terapia da salmonelose incluem reposi¢cdo das perdas de liquidos e
eletrolitos, controle da inflamacdo col6nica e reducdo da secrecdo liquida, controle da
endotoxemia e da sepse e restabelecimento da microbiota normal. O tratamento com
antimicrobianos em equinos com salmonelose é controverso. Ndo se considera que 0s
tratamentos com antibidticos alterem o curso da enterocolite. O cloranfenicol e a
gentamicina sdo os dois mais utilizados no tratamento da salmonelose em equinos
(Duijkeren et al., 1995; Jones; Spier, 2000).

A manutenc¢do da microbiota bacteriana e o antagonismo de bactérias patogénicas como
a Salmonella no TGI sdo importantes mecanismos de defesa na prevencdo da colonizagdo
por bactérias patogénicas. Preparados probioticos e outros destinados ao restabelecimento
da microbiota normal no trato gastrintestinal sdo utilizados clinicamente para encurtar o
curso da salmonelose com resultados variaveis (Parraga et. al., 1997; Jones e Spier, 2000).
Espera-se com este trabalho, encontrar uma bactéria latica que tenha potencial probiético

de prevencdo e protecao contra a salmonelose para futuro uso em equinos.



38

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Isolar bactérias laticas adaptadas ao ecossistema gastrintestinal de potros lactentes e
ndo lactentes e selecionar novas linhagens com caracteristicas fisiologicas desejaveis em
probidticos, para uso na suplementacdo alimentar, como promotores de crescimento ou

como adjuvantes imunoldgicos.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Isolar bactérias laticas do trato gastrintestinal de potros lactentes e nao lactentes

e identificad-las molecularmente ao nivel de espécie e linhagem.

2.2.2. Caracterizar in vitro as novas linhagens de bactérias laticas de acordo com as
seguintes propriedades funcionais desejaveis em probioticos:

- tolerancia ao suco gastrico artificial e aos sais biliares;

- alta hidrofobicidade da superficie celular;

- capacidade antagonista contra patégenos Gram positivo e Gram negativo;

- auséncia de resisténcia aos antimicrobianos associada a elementos genéticos

moveis.

2.2.3. Selecionar as linhagens de bactérias laticas com melhores respostas frente aos
testes de caracterizacdo in vitro para realizacdo dos ensaios in vivo em camundongos
convencionais, desafiados ou ndo com Salmonella enterica sor. Typhimurium:

- determinar a variacéo de peso e taxa de mortalidade;

- analisar os indices hepético e esplénico;

- avaliar os aspectos histolégicos do figado;

- determinar o padréo de resposta celular por RT-gPCR pela quantificacdo relativa

de mRNA para citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatorias.
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3. Material e Métodos

3.1 Isolamento de bactérias laticas de equinos

Duas coletas de fezes foram realizadas, sendo a primeira de trés animais da raca
Mangalarga Machador de aproximadamente um ano de vida na Fazenda Recanto do
Paraiso no municipio de Baldin, MG, e a segunda em dois animais da raca Mangalarga
Machador de aproximadamente um més de vida em uma fazenda no municipio de
Passatempo, MG. As fezes destes cavalos jovens (potros de no maximo um ano de vida)
foram transportadas em gelo e processadas no laboratério em até 24 horas para o
isolamento de bactérias laticas. As amostras foram suspensas e homogeneizadas com
bastdo de vidro em funcdo do peso, numa diluicdo 10" em salina estéril. A partir desta
diluicdo foram feitas novas diluicbes decimais em salina. A partir destas diluicdes foi usada
uma aliquota de 0,1 ml para semear uma placa de Petri contendo meio agar MRS (Difco
Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos). Apos espalhar o in6culo com alga de Drigalski
esterilizada, as placas foram incubadas a 37°C em camara de anaerobiose (85% de N,, 10%
de H, e 5% de CO,) durante dois dias. Posteriormente, foram feitas as contagens das
unidades formadoras de col6nia (UFC) e o isolamento de colénias. Numa placa contendo
em torno de 100 UFC, as colénias morfologicamente diferentes e mais significativas do
ponto de vista populacional foram repicadas a partir do agar MRS (Difco Laboratories Inc.,

Detroit, Estados Unidos) em caldo MRS e crescidas em anaerobiose como acima.

3.2. Identificacéo ao nivel de espécie por ARDRA ou sequenciamento 16S rRNA

As bactérias isoladas foram triadas por observacdo microscopica apés coloracdo de
Gram e teste de catalase. Para os isolados Gram-positivo e catalase-negativo, a
identificacdo do género e espécie foi realizada por uma andlise de polimorfismo de tamanho
de fragmento de restricdo (RFLP) das regifes 16S-23S do RNA ribossémico amplificado
(PCR-ARDRA) (Moreira et al., 2005, Sandes et al., 2014). O espacador interno transcrito 1
(ITS1) foi amplificado utilizando 10 pmols de cada um dos iniciadores 16-1A (5’
GAATCGCTAGTAATCG 3’) e 23-1B (5° GGGTTCCCCCATTCGGA 3’) como descrito por
Tilsala et al. (1997), PCR Master Mix (Promega) na concentracdo de uma vez e 100 ng de
DNA gendémico. A amplificacdo se deu ao longo de 35 ciclos (95°C por 30 segundos, 55°C
por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) apds a desnaturacdo inicial (95°C por 2 minutos) e

finalizada pela extensao final (72°C por 5 minutos). Os amplicons obtidos foram submetidos
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a restricao utilizando 12 enzimas (Sphl, Ncol, Nhel, Sspl, Csp45I, EcoRV, Dral, Vspl, Hincll,
EcoRI, Hindlll e Avrll) de acordo com o fabricante e incubados por 2 horas a 37° C.

As bactérias que ndo apresentaram perfil de DNA compativel com os existentes para
diversas espécies de Lactobacillus, como descrito por Sandes et al. (2014), foram
submetidos & uma reacdo de PCR da regido 16S do rRNA com 10 pmols dos iniciadores
1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3) e 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)
como descrito por Reysenbach et al. (2000). A amplificacdo se deu ao longo de 35 ciclos
(95°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) apos a desnaturacao inicial
(95°C por 2 minutos) e finalizada pela extensédo final (72°C por 5 minutos). Os amplicons
foram purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega, Madison,
WI, USA) e enviados para 0 sequenciamento no Laboratorio Myleus Biotechnology

(http://www.myleus.com.br).

3.3. Identificag&o ao nivel de linhagem por rep-PCR (GTG)s

A fim de identifica-las ao nivel de linhagens, as bactérias isoladas de fezes de potros
jovens foram submetidas a reacdo de rep-PCR (repetitive extragenic polymorphic-based
polymerase chain reaction) fingerprinting usando iniciadores (GTG)s (5-GTG GTG GTG
GTG GTG-3’) de acordo com Versalovic et al. (1994). As condicbes da PCR foram as
seguintes: 100 ng de DNA genémico, 200 uM de dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 200 pmol do
oligonucleotideo, 0,125 U/uL Tag DNA polimerase (Promega), 0,001% de gelatina e tampéo
de reacdo (pH 8,5). Por fim, os ciclos da amplificacdo foram efetuados da seguinte forma:
um ciclo de 94°C por 5 minutos, 30 ciclos subsequentes de 94°C por 1 minuto, 52°C por 1
minuto e 72°C por 3 minutos e finalmente um ciclo de 72°C por 10 minutos. Para a
visualizacdo dos padrbes de bandas das diferentes regibes amplificadas no genoma, 0s
produtos da PCR foram resolvidos em gel de poliacrilamida (8%) e corados com nitrato de
prata (Solucéo fixadora de Acido Acético 0,5% e Etanol 10%, Solucéo de Nitrato de Prata
0,1%, Solucédo Reveladora de Formaldeido 0,1% e Hidroxido de Sodio 1,5%).

3.4. Caracterizacao probidtica funcional in vitro

Todos os experimentos para caracterizagdo funcional dos isolados foram realizados trés
vezes independentemente, em triplicata, com exce¢do dos testes de antagonismo e

antibiograma, conduzidos duas vezes em duplicata. ApOs os testes de caracterizacdo das
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amostras quanto as propriedades desejaveis funcionais em linhagens probidticas
(resisténcia ao pH acido e aos sais biliares do TGI, exclusdo competitiva de
microorganismos patogénicos, potencial de adesdo a mucosa intestinal e resisténcia aos

antibiéticos) foram selecionadas as linhagens com maior potencial probiético.

3.4.1. Linhagens de bactérias laticas testadas

Um isolado pertencente a cada uma das linhagens bacterianas, separadas pelo padrédo
de bandas unico de rep-PCR com primers GTGs, foi avaliado nos testes in vitro de
caracterizacdo probiética. Os resultados obtidos nestes testes de caracterizagdo funcional

foram considerados similares para aquelas bactérias de uma mesma linhagem.

3.4.2. Reativagéo das bactérias criopreservadas

Antes de iniciar cada um dos testes de caracterizagdo funcional, as bactérias isoladas
gque estavam estocadas a -80°C foram ativadas por meio de duas passagens em caldo MRS
a partir de um inéculo de 2% (v/v). Em cada uma das passagens os isolados foram mantidos

em estufa por 18 horas a 37°C para o crescimento.

3.4.3. Resisténcia ao suco gastrico artificial

O teste de resisténcia a &acidos, baseado em Neumann et al. (1991), foi adaptado para
microplacas de acordo com Silva et al. (2013). Culturas de bactérias laticas em fase
estacionaria foram ressuspendidas em 1 mL de solucéo salina 0,9% pH 7,0 e em 1 mL de
suco gastrico artificial (NaCl 2 g.L™, pepsina 3.2 g.L™, pH 2.5) e incubadas a 37°C por 3h.
Posteriormente, a solugéo salina 0,9% e o suco gastrico artificial foram desprezados e os
sedimentos bacterianos ressuspendidos com 1 mL de caldo MRS. As culturas foram
novamente inoculadas a 2% em caldo MRS em uma microplaca em triplicata que foi
incubada em um Microplate Spectophotometer System SpectraMax 340 (Molecular Devices,
CA, USA) a 37°C por 18 horas. A ODgonm foi determinada a cada 30 minutos. O calculo da
area sob a curva de crescimento para cada grafico (controle salina e teste suco géastrico
artificial) foi realizado no programa OriginPro 8.5 (OriginLab) para se obter a percentagem

de inibi¢céo de crescimento: (1- areaT/areaC) x 100
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3.4.4. Tolerancia aos sais biliares

O teste de sensibilidade aos sais biliares foi feito de acordo com Walker e Gilliland (1993)
adaptado para microplacas conforme Silva et al. (2013). Inicialmente os isolados de
bactérias laticas em fase estacionéria foram submetidos a um in6culo de 2% em caldo MRS
contendo ou néo 0,3% de oxgall (Oxoid Co.) em uma microplaca. A ODgonm fOi determinada
em intervalos de 30 minutos durante 18 horas de incubacdo a 37°C no Microplate
Spectophotometer System SpectraMax 340. O céalculo da &rea sob a curva de crescimento
para cada grafico (controle salina e teste sais biliares) foi realizado no programa OriginPro

8.5 para se obter a percentagem de inibicdo de crescimento: (1- areaT/areaC) x 100.

3.4.5. Hidrofobicidade da superficie celular

A hidrofobicidade da superficie celular bacteriana foi avaliada através da medida do
MATS (microbial adhesion to solvents) conforme descrito em Pelletier et al. (1997), Kos et
al. (2003) e Silva et al. (2013). Culturas de bactérias laticas em fase estacionaria foram
lavadas duas vezes com salina tamponada e ajustadas para uma ODggonm de 0,6 com 0,1M
de KNOg , pH 6.2 (A0). Um volume de 0,2 mL de xileno foi adicionado a uma suspenséo de
1,2 mL de células e apés 10 minutos de pré-incubagcédo a temperatura ambiente, as duas
fases do sistema foram homogeneizadas em vortex por 2 minutos. A fase aquosa foi
removida ap6s 30 minutos e sua ODgynm Medida (Al). A porcentagem de MATS foi
calculada (1 - A1/A0) x 100.

3.4.6. Antagonismo in vitro contra patégenos bacterianos

O procedimento se deu segundo metologia de Gomes et al. (2006) Branco et al. (2010) e
Silva et al. (2013). Placas contendo agar MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados
Unidos) 1,5% foram preparadas e armazenadas 24 horas a 4°C e em seguida incubadas
durante 12 horas a 37°C. Cinco pL das bactérias isoladas ativadas foram inoculados em
agar MRS 1,5%, mantendo um spot definido e foram incubados por 18 horas em aerobiose
a 37°C. Em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Acumedia) sete bactérias patogénicas — Bacillus
cereus ATCC 11778, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC
19433, Escherichia coli ATCC 25723, Salmonella enterica sorovar Typhimurium ATCC
14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 e Listeria monocytogenes ATCC 15313 —

foram ativadas com inéculo de 2% e crescidas a 37°C durante 18 horas, com dois repiques
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subsequentes realizados. Os sete patdgenos ativados em caldo BHI foram inoculados a
0,5% v/iv em BHI semi-solido (0,75% de &gar bacteriol6gico) e foram vertidos sobre as
placas contendo as bactérias laticas previamente mortas com vapor de cloroférmio (2 ml em
papel filtro), formando uma sobrecamada. Um outro patdgeno Streptococcus equi
zooepidemicus, isolado das fezes de equinos, foi ativado em caldo MRS com inéculo de 2%
v/v e crescido a 37°C durante 18 horas, com dois repiques subsequentes realizados. Foi,
posteriormente, inoculado a 0,5% em MRS semi-sélido (0,75% de &gar bacteriologico) e
vertido sobre as placas contendo os lactobacilos mortos com vapor de cloroférmio (2 mL em
papel filtro), formando uma sobrecamada. As placas contendo os oito patégenos inoculados
foram incubadas a 37°C durante 24 horas em aerobiose. A atividade antagonista foi avaliada
medindo-se o0s halos de inibigdo, com um paquimetro, apds incubacdo das placas. O
resultado do teste de antagonismo foi considerado positivo para halos de inibicdo maiores

que 10 mm.

3.4.7. Antibiograma

O antibiograma foi realizado através do método de difusdo em disco como descrito por
Silva et al. (2013). Os isolados foram mantidos em crescimento em agar MRS durante 24
horas a 37°C. Em seguida a turbidez das amostras isoladas foi ajustada em salina 0,9% de
acordo com a escala nefelométrica de McFarland equivalente a 108 unidades formadoras de
coldénia (UFC) por mililitro — referente ao tubo de numero 0,5 da escala. As amostras
ajustadas foram espalhadas em placas de Petri contendo dgar MRS com o auxilio de
zaragatoa estéril, cobrindo totalmente a superficie do meio. Em seguida os discos com o0s
antimicrobianos — Amicacina (30 pg), Ampicilina (10 pg), Cloramfenicol (30 pg), Eritromicina
(15 pg), Penicilina (10 U), Oxacilina (1 pg) e Vancomicina (30 ug) (Oxoid, Basingstoke,
Inglaterra) — foram depositados sobre a superficie das placas e incubados durante 48 horas
a 37°C. Os halos de inibicdo de crescimento foram medidos com paquimetro digital
(Mitutoyo Sul Americana Ltda., Santo Amaro, Brasil) e os isolados foram categorizados para
cada um dos antibiéticos como sensiveis, moderadamente sensiveis ou resistentes de

acordo com Charteris et al. (1998) (Anexo I).
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3.5. Caracterizacao probiética funcional in vivo

Os experimentos in vivo foram conduzidos no Biotério de Experimentacdo (NB2) do
Departamento de Biologia Geral, locado no Instituto de Ciéncias Biol6gicas da Universidade
Federal de Minas Gerais.

3.5.1. Animais

Camundongos da linhagem BALB/c, de quatro a seis semanas de idade com peso
variando de 16 a 24 g, de ambos os sexos, foram utilizados nos estudos in vivo. Os animais
receberam ragdo comercial (Nuvilab Nuvital, Curitiba, Brasil) e &gua autoclavada ad libitum,
sendo mantidos em mini-isoladores Alesco (Modelo ALE. MIL.01.03, Monte Mor, Sao Paulo,

Brasil) acoplados em estantes ventiladas (Alesco, ALERKD-70).

Os experimentos foram realizados, respeitando-se as caracteristicas biol6gicas e
fisiol6gicas dos camundongos, a fim de manter o bem-estar animal durante todos os
procedimentos. A manutencao dos animais no biotério apresenta um ciclo diurno/noturno de
12 horas, temperatura de 21-22°C (+2°C), agua e ra¢do ad libitum e a troca dos isoladores
era realizada a cada trés dias, a fim de permitir a troca de ar e impedir o acumulo de

amonia.

A pesquisa aqui apresentada esté certificada pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG), protocolado sob o
namero 203/2009, aprovado em 09/12/2009 (Anexo Il). Além disso, todos os procedimentos
foram conduzidos de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentagéo
Animal (COBEA, 2013).

3.5.2. Microorganismos

3.5.2.1. Pediococcus pentosaceus linhagem 40 e Weissella confusa linhagem 1

ApOs a caracterizacdo probiotica in vitro das BAL, as linhagens P. pentosaceus 40 e W.
confusa 1 foram selecionadas para os testes in vivo. A manutencéo e ativacdo dos isolados

antes da realizagédo dos procedimentos foram realizadas como descrito no item 3.3.2.
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3.5.2.2. Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium

O desafio experimental foi realizado utilizando-se uma linhagem de Salmonella enterica
subsp. enterica sorovar Typhimurium de origem humana mantida no Laboratério de Ecologia
e Fisiologia de Microorganismos (LEFM/ICB/UFMG). O patégeno foi isolado na Fundacgéo
Ezequiel Dias (FUNED, Belo Horizonte, Brasil) e gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Jacques
Robert Nicoli. Os microorganismos patogénicos foram conservados em caldo Brain Heart
Infusion (BHI, Difco, Sparks, EUA) adicionados de glicerol esterilizado (30%) a -80°C em
Deep Freezer (Bio Freezer, Forma Scientific, Marietta, EUA). Antes dos experimentos, as
bactérias foram ativadas por duas passagens em caldo BHI, sendo mantidos em aerobiose

por 18h a 37°C para crescimento.

3.5.3. Tratamento dos animais com as bactérias laticas, desafio dos animais com

Salmonella, ensaio de mortalidade e variagdo do peso ao longo do experimento

Os camundongos foram divididos em quatro grupos compostos por dez animais cada, de
ambos os sexos, que foram submetidos a diferentes tratamentos, por via intragastrica,
durante trinta e nove dias. O protocolo de tratamento e infeccdo foi divido em trés fases:
tratamento pré-desafio (1° ao 10° dia), desafio (11° dia) e tratamento pds-desafio (12° ao 39°
dia), conforme descrito no Quadro 1. Os animais sobrevientes foram eutanasiados logo
apoés o tratamento, no 39° dia. A variacdo do peso promovida pelos diferentes tratamentos
foi avaliada a partir da pesagem dos camundongos no inicio (Dia 1) até o final do

experimento (Dia 39), os camundongos foram pesados a cada dois ou trés dias.

Os grupos experimentais tratados (desafiados ou ndo desafiados) receberam diariamente
por gavagem um inéculo de 10° UFC de P. pentosaceus 40 ou W. confusa 1, enquanto os

grupos controles (n&o tratados) foram inoculados com 0,1 mL de solugéo salina (0,9%).

O desafio experimental foi realizado pelo in6culo de uma dose de 10° UFC de S.
Typhimurium no 11° dia, por via intragastrica, preparado a partir de uma cultura ativada por
duas passagens em meio BHI, crescida por 18 horas a 37°C, submetida a diluicbes
sucessivas em salina autoclavada. A viabilidade do in6culo e as contagens bacterianas
foram confirmadas pelo plagueamento em &gar MacConkey (Difco), apés 24 horas de
incubacdo a 37°C. Os grupos ndo desafiados, ao invés do indculo de S. Typhimurium,

receberam 0,1 mL de solucao salina (0,9%), também por via intragéstrica.
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A capacidade de P. pentosaceus 40 e W. confusa 1 de proteger os camundongos contra
o desafio experimental por S. Typhimurium foi avaliada durante 28 dias apds o desafio. Para
isso, 0s animais do grupo desafiado e tratado (Desafio + p40 ou Desafio + W1) foram
comparados aos do grupo desafiado e nado tratado (Desafio), a fim de avaliar a taxa de

sobrevivéncia decorrente da infecgdo com o patégeno utilizado.

Quadro 1. Grupos experimentais - esquema de tratamento com P. pentosaceus 40 (p40) ou W.

confusa 1 (W1) e desafio com Salmonella Typhimurium em animais convencionais.

Grupos Dias (Tratamento)

Controle 10 (salina 0,9%) + 1 (salina 0,9%) + 28 (Salina 0,9%)

p40 ou W1 10 (p40 ou W1) + 1 dia (salina 0,9%) + 28 (p40 ou W1)

Desafio 10 (salina 0,85%) + 1 (Salmonella) + 28 (Salina 0,9%)

pd0 ou W1 + 10 (p40 ou W1) + 1 (Salmonella) + 28 (p40 ou W1)
Desafio

3.5.4. Eutanasia

Ao final do periodo experimental os camundongos sobreviventes foram anestesiados
intraperitonealmente com Quetamina (100 mg/kg de peso) e Xilasina (20 mg/kg de peso)
(Syntec, Cotia, Brasil) e, posteriormente, eutanasiados por deslocamento cervical. Os
animais foram submetidos a laparotomia em capela de fluxo laminar, sob condicbes

assépticas, para coleta de baco e figado.

3.5.5. Determinacgéo dos indices hepatico e esplénico e analise histopatoldgica do figado

Em outro experimento, os dez animais de cada grupo foram sacrificados no décimo dia
apo6s o desafio (21° dia) com S. Typhimurium e os pesos do figado e baco foram registrados
para determinacao do indice hepatico e esplénico, respectivamente, sendo os resultados
expressos como peso do 6rgdo (mg) por peso corporal (g) (Zhou et al., 2000; Steinberg,
2014). No final, trés animais de cada um dos quatro grupos tiveram os I6bulos maiores dos
figados removidos para posterior andlise histopatolégica. Exames histolégicos foram
realizados em amostras do l6bulo maior do figado de trés camundongos convencionais por
grupo de experimentacdo, referente apenas aos animais tratados ou ndo com P.
pentosaceus 40 e desafiados ou ndo com S. Typhimurium (controle, p40, desafio e p40 +

desafio). As amostras de figado foram destinadas a rotina histolégica para inclusdo em
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parafina, seguido de microtomia (dois cortes de secc¢des histoldégicas consecutivas com 4
um de espessura) e coloracdo com Hematoxilina e Eosina para estudos morfolégicos. As
imagens obtidas ao microscopio Olympus BX51 (Olympus, Toquio, Japao) foram
transferidas por meio de uma video-camera colorida Cool SNAP-Procf Color (Media
Cybernetics, Bethesda, MD, EUA) para um sistema de video acoplado ao computador
através do programa Image-Pro Express versdo 4.0 para Windows (Media Cybernetics,
Bethesda, MD, EUA).

Os fragmentos das amostras codificadas foram observados sequencialmente por uma
mesma patologista (Profa. Dra. Rosa Maria Esteves Arantes, Laboratério de Neuro-Imuno
Patologia Experimental, Departamento de Patologia Geral do ICB/UFMG) que nao teve
acesso ao significado dos cddigos, sendo as amostras decodificadas apenas apés o laudo
ter sido emitido. Um valor numérico foi atribuido para as mudancgas observadas no figado
(éreas de alteracdes degenerativas no parénquima e infiltrado inflamatorio) e cada animal
recebeu um valor de score como descrito por Mathur et al. (2012). As laminas de figado
foram avaliadas pelos seguintes parametros: 0 (sem alteragbes nos hepatdcitos ou na
arquitetura tecidual;celularidade normal), 1 (presenca de discretos focos inflamatorios,
maximo de 1 por campo de 10 X, associado a congestdo de vasos da lamina prépria), 2
(focos inflamatérios mais visiveis 1 a 2 por campo 10X, associado a alteracfes discretas
hepatdcitos), 3 (Focos inflamatérios em ndmero de 3 ou mais por campo de 10X com
moderadas alteracbes degenerativas, tais como vacuolizacdo hepatocitaria), 4 (Focos
coalescidos de infiltrado inflamat6rio associado a intensas alteracbes degenerativas dos
hepatdcitos; intensa vacuolizacdo intracelular). Os resultados dos scores de cada grupo
foram expressos como a meédia dos scores dos trés animais avaliados e seus respectivos

desvios padroes.

3.5.6. Cinética do tratamento com a bactéria latica para avaliacdo imune

Oitenta animais convencionais, de ambos os sexos, foram divididos em grupos tratados e
nado tratados com P. pentosaceus 40 em dois experimentos independentes. Em um grupo
experimental os animais receberam um in6culo diario por via intragastrica de 10° UFC de P.
pentosaceus 40 por até dez dias. Em outro grupo experimental os animais foram usados
como controles negativos e receberam inéculo diario de solugdo salina 0,9%. Dez animais
de cada grupo foram sacrificados 1, 4, 7 e 10 dias ap6s o primeiro dia de indculo

intragastrico. Fragmentos de 1-2 cm de por¢bes proximal, medial e distal do intestino
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delgado foram removidos e estocados em RNA later e congelados a -20° C para posterior
extracdo de RNA.

3.5.7. Extracdo de RNA total, tratamento para remocéo de DNA gendmico e producédo de
cDNA a partir de tecido das porcdes do intestino dos animais

O protocolo de extracdo de RNA total, para todos os materiais biolégicos, foi realizado
usando o reagente TRIZOL® seguindo as recomendacées do fabricante. O RNA total
extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%, para avaliagdo do estado de
degradacéo e foi quantificado por espectrometria usando o equipamento NanoDrop (Thermo
Cientific Inc., Bremen, Germany). Foram utilizadas amostras que apresentaram
guantificacdo acima de 200 pg/mL de RNA, relacdo de A260/A280 entre 1,7-2,1 e uma
relacé@o geral de 2x de intensidade da banda do rRNA 28S em relacdo a banda do rRNA 18S
nos géis de eletroforese. 10 pg de RNA total obtido de amostras das diferentes porcdes
intestinais foi submetido & remocdo de DNA gendmico usando o kit Turbo DNAse | (Life
Techonologis, Grand Island, NY, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante. O RNA
total tratado foi usado em reacfOes de Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) para producéo de cDNA usando o kit High Capacity (Life Techonologis, Grand Island,
NY, USA) seguindo as recomendacdes do abricante. Todas as rea¢cBes de transcricdo
reversa foram feitas no mesmo dia e com 0 mesmo lote de reagentes. Foi utilizado 1ug de

RNA para cada reagéo de RT-PCR. O RNA total e o cDNA foram armazenados a -20°C.

3.5.8. Quantificagéo relativa da expressao de citocinas nas porg¢ées inicial, medial e distal

do intestino delgado usando RT-gPCR

Para quantificacdo relativa da expressao génica das citocinas IL6, IL10, IFNG, TGFB e
TNFA, em amostras de cDNA oriundas de RNA total obtido de tecido intestinal, foi realizada
amplificacdo do cDNA por RT-gPCR. As reacbes de RT-gPCR foram feitas na plataforma
ABI 7900 HT REAL TIME PCR (Life Techonologis, Grand Island, NY, USA). As reac0es
foram realizadas usando o Kit SYBR Green PCR Master Mix 2x (Life Techonologis), primers
para cada gene como descrito por Giulietti et al. (2001) e o cDNA obtido do RNA total das
diferentes porcoes intestinais. Os dados de expressdo do grupo controle com salina do
primeiro dia de tratamento foram usados como calibrador para os experimentos em animais.

Os resultados foram expressos graficamente usando média e desvio-padrao dos valores do
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nivel relativo de mMRNA de cada citocina pelo fator de normalizacéo, este Ultimo dado pela
média geométrica das quantidades relativas de mRNA de Gapdh e Actb, para cada grupo

experimental.

3.5.9. Andlise estatistica

Para a producédo de todos os gréficos e andlise estatistica dos dados obtidos foi utilizado
o software GraphPad Prism® 5 (GraphPad Software Inc.). Os valores obtidos foram
avaliados pelo teste de Shapiro Wilk para verificar a normalidade das distribuicdes. As
amostras parameétricas foram submetidas as andlises de variancia (ANOVA) e comparagéo
das médias pelo poés-teste de Tukey, para verificar se estas eram diferentes
significativamente. As amostras ndo parameétricas foram submetidas ao teste de Kruskall-
Walllis e pés-teste de Dunn. As curvas de mortalidade em animais convencionais tratados ou
nao com Weissella ou Pediococcus e desafiados com Salmonella foram avaliadas pelo teste
Log-Rank (Mantel-Cox). Em todos os testes foram considerados como diferenca estatistica
os valores com nivel de significancia menor que 5% (p< 0,05), sendo obtidos as médias,
desvios-padrao e coeficientes de variacdo de todos os dados. Diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos experimentais foram identificadas nos graficos com letras

diferentes localizadas acima da barra de desvio-padréo.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Isolamento de bactérias laticas e caracterizacdo morfotintorial

Das amostras de fezes dos cinco potros foram isoladas 54 bactérias que cresceram no
meio MRS em anaerobiose a 37°C. Estas foram selecionadas de acordo com as
caracteristicas morfotintoriais (coloracdo de Gram e forma bacilar) e fisiol6gicas (catalase),
sendo 33 bactérias caracterizadas como Gram positivo e catalase negativo, pressuposto de
bactérias laticas.

4.2 Identificagdo Molecular

As metodologias para identificacdo molecular das bactérias laticas foram ARDRA dos
espacadores intergénicos 16S-23S rRNA (Sandes et al., 2014), capaz de identificar 41 das
213 espécies de Lactobacillus (Euzéby, 2015), e sequenciamento do gene 16S rRNA para
os demais géneros. O método de ARDRA se baseia na presenca de inser¢fes génicas
(tRNAs) na regido do espacador transcrito da regido 16S e 23S rRNA (ITS-1). A
amplificacdo desta regido gendmica € capaz de separar 0s géneros de bactérias laticas em
trés grupos: por exemplo, Streptococcus e Lactococcus com um Unico espagador,
Enterococcus com dois espagadores de tamanhos diferentes, e Lactobacillus, Weissella e
Pediococcus com trés espacadores de tamanhos diferentes. Deste modo, 30 bactérias
apresentaram trés espacadores, provaveis espécies pertencentes aos géneros Lactobacillus
e Weissela, e as outras trés bactérias apresentaram dois espacadores, possivelmente

pertencendo ao género Enterococcus (Figura 3 e 4).

Para a identificacdo ao nivel de espécie das 30 bactérias com amplificacdo de trés
espacadores intergénicos, as amostras foram digeridas com endonucleases de restricdo que
reconhecem sitios especificos gerando perfis polimérficos do tipo RFLP. Doze enzimas de
restricdo foram utilizadas (Sphl, Ncol, Nhel, Sspl, Csp45Il, EcoRV, Dral, Vspl, Hincll, EcoRl,
Hindlll e Avrll) e com elas foi possivel afiliar 12% das bactérias em duas espécies de
Lactobacillus (L. reuteri e L. crispatus) de acordo com Sandes et al. (2014) (Tabela 2). Os
isolados pertencentes as demais espécies ndo puderam ser identificados através dos perfis
de restricdo, pois ndo apresentaram perfis compativeis com os ja conhecidos ou descritos
(Sandes et al., 2014). Estes isolados foram identificados por sequenciamento do gene 16S

rRNA. ApGs 0 sequenciamento, os isolados de nameros 10, 14 e 22 foram classificados
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como pertecentes a espécie Enterococcus casselifavus, enquanto os isolados 28 e 33 foram
classificados como Lactobacillus equi, e os isolados 26, 27 e 40 foram classificados como
Pediococcus pentosaceus. Desta forma, ao final da identificacdo molecular de todas as
bactérias laticas isoladas, foi possivel identificar 6 diferentes espécies com a seguinte
abundéncia: Weissela confusa (64%), P. pentosaceus (9%), E. casselifavus (9%), L. reuteri
(6%), L. crispatus (6%) e L. equi (6%) (Figura 3).

B W. confusa B P. pentosaceus M E. casseliflavus

M L. reuteri W L. crispatus m L. equi

Figura 3: Diversidade de espécies de bactérias laticas isoladas de fezes de equinos.

A Figura 3 mostra as espécies bacterianas isoladas durante este trabalho. As trés
espécies de Lactobacillus isoladas no presente estudo ja haviam sido detectadas
anteriormente em fezes de equinos por outros pesquisadores: L. equi (Morotomi et al., 2002;
Morita et al., 2009), L. crispatus e L. reuteri (Morotomi et al., 2002). A espécie L. equi
segundo a literatura até o momento é tida como exclusiva da espécie equina (Morotomi et
al., 2002). Espécies do género Enterococcus provenientes de fezes de cavalos foram
descritas por Niederh&ausern et al. (2007), incluindo linhagens de E. casseliflavus, como
encontrado no presente estudo. Este resultado concorda com os resultados de Endo et al.
(2009), onde a espécie W. confusa foi uma das predominantes em fezes de equinos de 4 a

15 anos de idade, juntamente com bactérias de L. johnsonii, L. equi e L. hayakitensi.
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Figura 4: Perfis de restricdo enzimatica dos isolados de fezes de equinos ao nivel de
espécie. P. pentosaceus, Enterococcus casseliflavus e Lactobacillus equi tiveram sua identificagdo
confirmada pelo sequenciamento do gene 16S rRNA. Da esquerda para direita, L, Sphl, Ncol, Nhel,
Sspl, Csp45l, EcoRV, Dral, Vspl, Hincll, EcoRl, Hindlll e Avrll. L: marcador de peso molecular 100 pb
(Invitrogen).

Bactérias isoladas do mesmo animal foram testadas quanto a possiblidade de serem
geneticamente relacionadas através da técnica de rep-PCR (“genomic fingerprinting
repetitive sequence-based polymerase chain reaction”) usando iniciadores GTGs. Trata-se
de uma metodologia rapida, de facil execucdo e reprodutivel para diferenciacdo de
microorganismos em nivel de espécies, subespécies e potencialmente em nivel de
linhagens de microrganismos (Gevers et al., 2001). Se o padrdo de bandas obtido for
idéntico para dois diferentes microorganismos, estes podem, portanto, ser considerados
como pertencentes a mesma linhagem. O fingerprinting GTGs separou as 33 bactérias
laticas isoladas dos cinco potros em 18 diferentes linhagens (Figuras 5 e 6). Dentre os trés
isolados pertencentes a espécie E. casseliflavus, aqueles de niumeros 10 e 22 apresentaram
padrdo de bandas idéntico, o que permitiu concluir que eram pertencentes a mesma
linhagem, o isolado de numero 14 pertence a uma linhagem diferente em relagdo aos
demais. Com relagdo a espécie predominante W. confusa, dos 21 isolados obtidos, foi
possivel observar apenas 7 diferentes linhagens, sendo que 14 isolados foram pertencentes
a uma mesma linhagem que foi chamada de L4 e outros 2 isolados (numeros 9 e 18)

pertenciam a uma outra linhagem diferente denominada L5. Quanto aos isolados das
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espécies P. pentosaceus, L. reuteri e L. equi, todos os isolados mostraram-se pertencentes
a diferentes linhagens de acordo com o padrdo de bandas de GTGs. A relagao dos isolados

e sua respectiva identificagdo encontra-se na Tabela 2.

L 10 14 22123 45 67 89 111213 15 16 17 18 19 21 22 24 25

Figura 5: Géis de poliacrilamida 8% corados com nitrato de prata que mostra o padréo
de bandas referente a resolucdo dos produtos de PCR (GTG)s das bactérias laticas
isoladas na 12 coleta das fezes de potros jovens. L: marcador de peso molecular de 100 pb
(Invitrogen). A: isolados da espécie E. casseliflavus identificados por seus nimeros. B, C: isolados da

espécie W. confusa identificados por seus numeros.

26 27 40 28 33 31 44 45 46

Figura 6: Imagem mostrando os géis de poliacrilamida 8% corados com nitrato de
prata que mostra o padrao de bandas referente a resolucdo dos produtos de PCR
(GTG)sdas bactérias laticas isoladas na 22 coleta das fezes de potros jovens.

D: isolados da espécie P. pentosaceus identificados por seus nimeros E: isolados da espécie L. equi
identificados por seus numeros. F: isolados da espécie L. crispatus identificados por seus nimeros.

G: isolados da espécie L. reuteri identificados por seus niumeros.

Levando-se em consideracdo que as bactérias numeradas de 1 a 25 (primeiro
isolamento) foram obtidas de potros de aproximadamente um ano de vida e que as demais
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numeradas de 26 a 45 (segundo isolamento) de potros lactentes com aproximadamente um
més de vida, observou-se uma maior diversidade de espécies de bactérias laticas nas
amostras dos potros lactentes do segundo isolamento. E importante ressaltar, entretanto,
que a espécie predominante W. confusa foi encontrada apenas nas amostras de fezes dos
potros com um ano de idade, do qual foram obtidas linhagens de W. confusa e E.
casseliflavus. Por outro lado, apenas nas amostras do segundo isolamento de potros
lactentes foram encontradas as trés espécies de Lactobacillus: L. equi, L. reuteri e L.
crispatus. Kuhl et al. (2011) isolaram bactérias de fezes de potros recém nascidos e de
outros com até seis semanas de vida, assim como de cavalos adultos, para comparar 0s
resultados. A partir de quatro semanas de idade, os potros ndo apresentaram diferenca
entre bactérias obtidas por isolamento em relacdo aos animais adultos, consideraram,
portanto, que a partir desta idade a microbiota dos equinos se tornou indistinguivel. Por
outro lado, Earing et al. (2012) consideraram que a partir de cinco semanas de idade os
potros j& passam a pastorear e a alimentagdo passa a ndo ser exclusivamente o leite
materno, desta maneira, 0s resultados mostraram que a microbiota dos potros se tornou
indistinguivel em relagdo aos adultos a partir de seis semanas de idade. E possivel,
portanto, que as diferencas encontradas entre os dois isolamentos de animais lactentes (um
més) e nado lactentes (um ano) sejam devidas as diferencas das dietas destes animais e
suas respectivas microbiotas adaptadas a estas dietas. Importante ressaltar ainda que os
animais estavam em fazendas diferentes e distantes, o que pode ter contribuido para uma

maior diferenca em relacdo a composicédo da microbiota intestinal dos mesmos.
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Tabela 2. Resultado da identificacdo molecular das bactérias laticas isoladas de fezes de

potros jovens.

Isolado Local Animal Idade Espécie GTG;

2 Baldin - MG 1 um ano W. confusa

4 Baldin - MG 1 um ano W. confusa

6 Baldin - MG 2 um ano W. confusa L4

8 Baldin - MG 2 um ano W. confusa L4

10 Baldin - MG 1 um ano E. casselifavus L6

12 Baldin - MG 1 um ano W. confusa L4

14 Baldin - MG 3 um ano E. casselifavus L7

16 Baldin - MG 1 um ano W. confusa L4

18 Baldin - MG 2 um ano W. confusa L5

20 Baldin - MG 3 um ano W. confusa

22 Baldin - MG 1 um ano E. casselifavus L6

25 Baldin - MG 3 um ano W. confusa L4

27 Passatempo - MG 4 um més P. pentosaceus L11

31 Passatempo - MG 4 um més L. crispatus L13

40 Passatempo - MG um més P. pentosaceus

45 Passatempo - MG 5 um més L. reuteri L17

GTGs: Identificagcé@o ao nivel de linhagem
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4.3. Caracaterizacao probidtica funcional in vitro

4.3.1. Resisténcia ao suco gastrico artificial

Para promover os efeitos benéficos o probiotico deve resistir e manter a viabilidade sob
as condicoes adversas ou desafios impostos pelo organismo do hospedeiro. O primeiro
destes desafios € o suco gastrico, que contém as enzimas gastricas digestivas que
funcionam em um pH extremamente baixo. Muitas bactérias ndo sobrevivem bem em pH
acido (Jin et al. 1998) sendo que os efeitos adversos do baixo pH na fisiologia da bactéria
ainda ndo foram completamente entendidos, mas a acidificagéo interna reduz a atividade de
enzimas sensiveis, o que resulta em danos para proteinas e para o DNA (Leeber et al.
2008).

No presente estudo, as bactérias foram testadas quanto a capacidade de sobreviver em
suco gastrico artificial em pH 2,5 por 3 horas e todos os isolados apresentaram uma taxa de
inibicdo de crescimento menor que 11% e isso indica que, provavelmente, seriam capazes
de sobreviver em pH acido, levando-se em considera¢do que o pH estomacal dos equinos
varia entre 2,5 e 5,6 e que o alimento permanece por aproximadamente duas a seis horas
no estdbmago dos animais (Voros, 2008; Botha, 2011). De acordo com Fernandez et al.
(2003), potenciais microrganismos probiéticos devem tolerar ao menos um valor proximo ao
pH 3.0. Pelo calculo da area sob a curva de crescimento das bactérias na auséncia ou apos
o tratamento acido, quase todas puderam ser consideradas resistentes ao pH acido, pois
apresentaram uma porcentagem de inibigdo variando de 0 a 10%. Apenas W. confusa
linhagem 17 foi considerada como tolerante ao pH acido e apresentou uma porcentagem de
inibicdo de 11,1% (Tabela 5, Apéndice I).

Outros autores como Weese et al. (2004) testaram bactérias laticas de equinos quanto a
resisténcia ao pH acido avaliando o crescimento destas isoladas ante um desafio em pH 2,0
e 4,0 durante 24 horas de incubacdo. Em relacdo ao desafio em pH 4,0, os autores
verificaram que a taxa de inibicdo de crescimento foi de aproximadamente 25%, enquanto
gue em pH 2,0 a taxa de inibicdo de crescimento foi de aproximadamente 75% para todas
as bactérias. Uma pequena porcentagem destas bactérias foi considerada como tolerante
ao pH acido, ou seja, foram considerados como bactérias que seriam capazes de sobreviver
nestas condicbes estringentes. O resultado obtido neste estudo corrobora com outros
autores (Morelli, 2000; Silva et al. 2013) que observaram que bactérias de origem intestinal

tendem a ser mais resistentes aos acidos estomacais.
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4.3.2. Resisténcia aos sais biliares

Além de ter que tolerar o pH acido no estbmago, 0s microrganismos com propriedades
probitticas tém como desafio os sais biliares intestinais. Os sais biliares representam
moléculas anfipaticas com atividade antimicrobiana, agindo como detergentes, rompendo
membranas biologicas (Leeber et al. 2008; Merit e Donaldson, 2009). Ainda em relacdo aos
sais biliares, uma concentracdo de 0,3% (p/v) é considerada a ideal para a selecdo de
linhagens probidticas resistentes (Mainville et al., 2005). Sabe-se que a taxa de resisténcia
aos sais biliares tende a variar entre as bactérias laticas e entre as linhagens de uma
mesma espécie (Xanthopoulos, 1997; Weese et al., 2004; Jacobsen et al., 1999; Mirlohi et
al., 2000; Ruiz-Moyano et al., 2008; Silva et al., 2013). No caso de equinos, a bile é
constantemente liberada no intestino delgado, jA que os cavalos ndo possuem a vesicula

biliar em seu trato gastrintesinal (Botha, 2011).

Considerando-se o calculo da area sob a curva de crescimento dos isolados equinos na
presencga e na auséncia de sais biliares, as bactérias isoladas submetidas ao desafio por
sais biliares a uma concentracdo de 0,3% por 18 horas foram classificadas como resistentes
(até 40% de inibicao), tolerantes (40 a 60% de inibicdo) e sensiveis (mais de 60%). De
acordo com o resultado, 15% das bactérias laticas de equinos revelaram-se resistentes,
15% tolerantes e 70% mostraram-se sensiveis aos sais biliares (Tabela 5, Apéndice II).
Weese et al. (2004), que testaram bactérias laticas ante o desafio com sais biliares a 0,3%
apés 24 horas de crecimento, observaram que a maioria dos seus isolados (64%)
apresentou uma taxa de inibicdo inferior a 25%, enquanto que 0s demais apresentaram uma
taxa de inibicdo que variou entre 25 e 50% de inibicdo de crescimento, por fim considerou

todos o0s seus isolados como tolerantes aos sais biliares.

4.3.3. Hidrofobicidade da superficie celular

A hidrofobicidade relaciona-se diretamente com as capacidades das linhagens em aderir
as superficies inertes. Esta relacionada aos componentes apolares presentes na membrana
externa do microrganismo e acredita-se que as interacdes hidrofobicas apresentam papel
importante na adeséo das bactérias ao epitélio (Mangoni, 2009). Através do teste de adesao
a solventes (MATS) é possivel avaliar qualitativamente o quao polar ou apolar é a superficie
bacteriana, sendo importante, pois indicaria o potencial de adesdo do probidtico as
superficies apolares do epitélio intestinal e vaginal. Entretanto, propde-se ser o teste apenas

o indicador primario para adeséao de microrganismos (Mangoni, 2009).
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Os resultados de MATS (“‘microbial adhesion to solvents”) obtidos neste estudo s&o
mostrados na Tabela 5. Lactobacillus probiéticos isolados de bovinos também foram
submetidos ao teste de ades&o a hidrocarbonetos para verificar sua hidrofobicidade em
trabalho desenvolvido por Nader-Macias et al. (2008) e mais de 92,2% das amostras
apresentaram hidrofobicidade relativamente baixa (0 a 33%), 5,4% média hidrofobicidade
(33,34 a 66,66%) e apenas 2,4% dos isolados apresentaram alta hidrofobicidade (66,67% a
100%). Entretanto, nos ensaios feitos neste trabalho foram estabelecidas as faixas conforme
como Silva et al. (2013), que consideraram como de alta hidrofobicidade as bactérias com
um indice de adesdo a solventes apolares superior a 60%, que representam cerca de 10%
das bactérias laticas isoladas dos potros; de média hidrofobicidade aquelas com valores de
MATS entre 50-60%, que corresponderam a aproximadamente 30% das bactérias isoladas;
e 60% dos isolados apresentaram baixa hidrofobicidade da superficie celular, que sao
agueles que apresentam MATS abaixo de 50%. Botha (2011) testou quatro linhagens de
bactérias laticas isoladas de equinos, sendo que uma delas apresentava hidrofobicidade de
50%, podendo ser considerada de média hidrofobicidade, enquanto que as demais tinham
hidrofobicidade baixa de 0 e 8%. Entretanto, quando ele fez os ensaios de adesdo as
células epiteliais intestinais in vitro e constatou que a hidrofobicidade nao interferiu na
adesdo das bactérias ao epitélio intestinal e que todas as quatro linhagens aderiram da
mesma forma as células epitelias. Os dados na literatura sdo controversos e outros
trabalhos dizem que a hidrofobicidade est4 diretamente relacionada a capacidade de
adesao das bactérias ao epitélio intestinal (Mangoni, 2009; Steinberg, 2012).

4.3.4. Antagonismo in vitro contra patégenos bacterianos

Os resultados do teste de antagonismo podem ser observados nos Tabela 3. As
bactérias isoladas no presente trabalho apresentaram atividade antagonista para patégenos
Gram positivo e Gram negativo, o efeito inibitorio pode ser devido & producéo de H,O,, &cido
latico, bacteriocinas, substancias que agem como antimicrobianos, ou a combinacdo de
vérios destes compostos (Nardi et al. 2005). O presente trabalho ndo avaliou a natureza das
substancias antagonistas produzidas pelas culturas produtoras, porém as atividades
inibitérias verificadas justificam-se pela producdo de substancias inibidoras que teriam se

difundido pelo &gar e impedido o crescimento das culturas reveladoras (Naidu et al. 1999).

As bactérias laticas isoladas dos potros que apresentaram antagonismo para sete
patdgenos testados (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,

Escherichia coli, Salmonella enterica sorovar Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa e
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Listeria monocytogenes) foram W. confusa 1, P. pentosaceus 26, P. pentosaceus 27, L. equi
28 e P. pentosaceus 40 (Tabela 3).

A infeccd@o por Salmonella é a causa mais comum de diarreia aguda nos potros (Jones e
Spier, 2000) e tem potencial zoonoético (Weiss et al., 2002; Mastroeni e Grant, 2011).
Portanto Salmonella torna-se o patégeno mais importante a ser antagonizado por nossos
candidatos a probioticos. A maioria dos isolados das fezes de equinos (70%) apresentou
atividade antagonista contra Salmonella enterica sorovar Typhimurium. Dados da literatura
afirmam que estas bactérias produzem 4cido latico o que seria suficiente para inibir o
crescimento deste patdgeno (Weese et al., 2004), pois o acido latico é capaz de aumentar a
permeabilidade da membrana externa de microrganismos Gram negativo, inibindo o

funcionamento da célula microbiana.

Nota-se, também, que algumas das bactérias laticas isoladas dos potros apresentaram
atividade antagonista para Enterococcus faecalis (15%), uma BAL, mostrando que pode
existir outra substancia antagonista diferente do &cido latico nestas linhagens.
Provavelmente, as linhagens W. confusa 1, P. pentosaceus 26, P. pentosaceus 27, L. equi
28 e P. pentosaceus 40 séo produtoras de outra substancia antagonista diferente do acido
latico. Bacteriocinas séo possiveis alternativas, pois consistem de peptideos antimicrobianos
sintetizados nos ribossomas e produzidos pela maioria das bactérias Gram positivo (Hansen
et. al.,, 1989, Cotter, Hill e Ross, 2005; Ryan et. al., 2008) para antagonizar bactérias

initimamente relacionadas (Klaenhammer, 1993).

Nenhuma linhagem isolada dos potros apresentou antagonismo contra Streptococcus
equi zooepidemicus, uma bactéria latica com potencial patogénico. Weese et al. (2004)
testaram um isolado de L. pentosus em relacdo a atividade antagonista contra S. equi
zooepidemicus e verificaram que este isolado apresentou uma atividade antagonista
moderada a este patdgeno. S. equi zooepidemicus é considerado uma bactéria comensal da
muscosa intestinal de equinos saudaveis, porém esta associado a infec¢des respiratorias
em potros e infecgbes uterinas e abortos em éguas gravidas (Timoney, 2004). Dados na
literatura demonstraram que estas bactérias possuem potencial zoonético (Abbott et. al.,
2010).
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Tabela 3. Antagonismo in vitro contra patégenos bacterianos pelas bactérias laticas isoladas de equinos.

Patégenos
Gram + Gram -
PRODUTORA B. cereus L. monocytogenes S. aureusS. equi E. faecalis E. coli S. enterica P. aeruginosa
1 - W. confusa + + + - + + + 45
2 - W. confusa - - - NT - - - -
3 - W. confusa + + + NT - + + +
4 - W. confusa - + - NT - - - _
9 - W. confusa - - o NT - _ - _
10 - E. casseliflavus - + - NT - - _ _
14 - E. casseliflavus - + = NT - - _ _
17 - W. confusa + + + NT - + + "
18 - W. confusa - - o NT - ; . _
19 - W. confusa + + + NT - + + +
26 - P. pentosaceus + + + NT + + + +
27 - P. pentosaceus + + + - + + + +
28 - L. equi + + + - + + + +
31 - L. crispatus - - - NT - - - -
33 - L. equi - = - NT - - - _
40 - P. pentosaceus + + + - + + + +
44 - L. crispatus - - = NT - - - -
45 - L. reuteri - - - NT - - - _
46 - L. reuteri - - - NT = = - -

NT: ndo testado; +: presenca de halo de inibigdo > 10 mm; -: auséncia de halo de inibi¢do ou halo < 10 mm.

4.3.5. Teste de sensibilidade a antimicrobianos (antibiograma)

Bactérias laticas isoladas de animais e utilizadas como probiéticos tem sido alvo de
intensos estudos no que diz respeito a analise da presenca de resisténcia antimicrobiana
(Barton, 2000; Denielsen e Wind, 2003; Belletti et. al., 2009). A preocupacédo existente € em
relagdo a aquisicéo de resisténcia ndo intrinseca a certos antibiéticos e a transmissao desta
para microorganismos patogénicos, o que poderia vir a comprometer a eficiéncia destes
compostos na terapia humana (Turner, Dritz e Minton, 2001; Costa, Tse e Miyada, 2007;
Junior et al., 2010). O perfil de resisténcia/suceptibilidade de microorganismos intestinais é
um importante critério para sele¢cdo de linhagens probidticas, provavelmente devido a
possiblidade de transferéncia horizontal através de plasmideos conjugativos. Linhagens
contendo plasmideos conjugativos ndo devem ser usadas como probiéticos para animais ou
humanos (Mathur e Singh, 2005; Palop e Narbad, 2011; Ripamonti et al., 2011)

De acordo com a técnica de disco difuséo, as linhagens que foram selecionadas podem
ser classificadas como sensiveis, moderamente sensiveis ou resistentes aos

antimicrobianos de acordo com o critério de Charteris et al. (1998) (Anexo I). Todos os
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isolados testados foram resistentes a vancomicina (30 ug), oxacilina (1 pg), amicacina (30

Mg), mas foram sensiveis a eritromicina (10 pg), ampicilina (30 pg), penicilina (10U),
ceftriaxona (30 ug), cloranfenicol (30 ug), tetraciclina (30 ug) e ampicilina (45 ug) (Tabela 4).

A resisténcia a vancomicina tem sido demonstrada como intrinseca a muitas bactérias do
acido latico, sendo que estudos com Lactobacillus isolados de diferentes origens apontaram
resisténcia em 100% das linhagens testadas (Teuber, Meile e Schwarz, 1999; Mathur e
Singh, 2005; Ouoba, Lei e Jensen, 2008). Microrganismos pertencentes a outros géneros de
bactérias laticas (Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus e Weissella) também foram
destacados como portadores desta resisténcia a vancomicina (Wright, 2003; Mathur e
Singh, 2005). Os resultados encontrados aqui estdo de acordo com numerosas pesquisas
que frequentemente relatam um elevado grau de resisténcia dos géneros de bactérias
laticas aos antibidticos das classes dos glicopeptideos (vancomicina), aminoglicosideos
(amicacina) e oxacilina (Barton, 2000; Bywater, 2005; Ammor, Flérez e Mayo, 2007; Belletti
et al., 2009).

Todos os isolados analisados apresentaram-se susceptiveis a ampicilina, ceftriaxiona,
cloranfenicol e eritromicina. Bactérias laticas sensiveis a estes antibiticos sdo reportadas
comumente em artigos cientificos (Ferreira, 2006; Klare, 2007; Fukao e Yajuma, 2012).

Danielsen e Wind (2003) relataram alta sensibilidade de Lactobacillus sp. frente a
presenca dos inibidores de sintese de parede celular como a ampicilina e a penicilina, assim

como pdde ser confirmado neste trabalho e também no trabalho de Coppola et al. (2005).



Tabela 4. Suceptibilidade/resisténcia aos antimicrobianos de bactérias laticas isoladas de fezes de potros.

ANTIBIOTICO
Bactéria Espécie CRO ERI TET AMP VAN PEN AMI CLO OXA

W. confusa S S S S R S R S R
2 W. confusa S S S S R S R S R
3 W. confusa S S S S R S R S R
4 W. confusa S S S S R S R S R
9 W. confusa S S S S R S R S R
10 E. casselifavus S S S S R S R S R
14 E. casselifavus S S S S R S R S R
17 W. confusa S S S S R S R S R
18 W. confusa S S S S R S R S R
19 W. confusa S S S S R S R S R
26 P. pentosaceus S MS MS S R S R S R
27 P. pentosaceus MS S S S R S R S R
28 L. equi S S S R R R S R
31 L. crispatus S S MS S R MS R S R
33 L. equi S S MS S R MS R S R
40 P. pentosaceus S S S S R S R S R
44 L. crispatus S S S S R S R S R
45 L. reuteri S S S S R S R S R
46 L. reuteri S S S S R S R S R

CRO = ceftriaxona (30 pg), ERI = eritromicina (10 pg), TET = tetraciclina (30 pg), AMP = ampicilina (30 pg),
PEN = penicilina (10U), VAN = vancomicina (30 pg), AMI = amicacina (30 pg), CLO = cloranfenicol (30 pg),
OXA = oxacilina (1 pug). R = resistente; MS = moderadamente sensivel; S = sensivel.
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4.4. Selecdo de linhagens de bactérias laticas para testes in vivo

A observacdo do comportamento in vitro especifico de cada linhagem que se pretende
utilizar tem sido um método eficiente para selecdo preliminar de bactérias probidticas
(Morelli, 2000; FAO/WHO, 2002; Mirlohi et al., 2009). Assim, os critérios utilizados neste
trabalho para selecdo de bactérias laticas com potencial probiético foram baseados na
avaliacdo in vitro das bactérias isoladas de equinos por caracteristicas fisioldgicas

desejaveis nestas. A sintese dos resultados obtidos in vitro é apresentada na Tabela 5.

Pediococcus pentosaceus 40 foi a Unica bactéria isolada que cumpriu plenamente todos
0S requisitos estabelecidos nos testes in vitro de caracterizacdo funcional de linhagens
probidticas, apresentando-se resistente ao suco gastrico artificial, resistente aos sais
biliares, com alta hidrofobicidade da parede celular, amplo antagonismo contra patégenos e
sensivel aos principais antimicrobianos associados a elmentos madveis utilizados na terapia
humana e animal. Deste modo, esta linhagem bacteriana foi a que apresentou maior
potencial para ser utilizada como suplemento alimentar animal, podendo ser administrada
por via oral, uma vez que se mostrou capaz de resistir as condi¢cdes adversas do TGI, sendo

selecionada para os testes in vivo de caracterizagdo probiotica.

Além de P. pentosaceus 40 foi escolhido também W. confusa 1, das muitas bactérias
desta espécie provenientes da primeira coleta, para analise comparativa nos testes in vivo.
Esta linhagem mostrou-se igualmente resistente ao suco gastrico artificial, com alta
hidrofobicidade da superficie celular, amplo antoganismo contra patdégenos e um padrao de
sensibilidade aos antimicrobianos semelhante ao Pediococcus. A Unica diferenca
encontrada em relacdo a P. pentosaceus 40 foi que W. confusa 1 mostrou-se apenas
tolerante aos sais biliares, com uma porcentagem de inibicdo de aproximadamente 56%,
entretanto, acredita-se, com base em outros dados na literatura, que esta linhagem
bacteriana seja capaz de sobreviver ao desafio dos sais biliares e chegar ao TGl em

guantidades suficientes (Steinberg, 2012).
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Tabela 5. Resultado da caracterizacdo funcional das bactérias laticas isoladas de fezes de potros jovens.

Isolado Local Animal Idade Espécie GTGs SG (%) SB(%) MATS antagonismo
(%)

1 Baldin - MG um ano W. confusa L1 2,1 - 52,3 +++-++++
2 Baldin - MG um ano W. confusa L2 57 - 49,4 -
3 Baldin - MG um ano W. confusa L3 3,5 - 53,5 -+
4 Baldin - MG um ano W. confusa L4 6,7 - - -
5 Baldin - MG 2 um ano W. confusa L4

6 Baldin - MG 2 um ano W. confusa L4

7 Baldin - MG 2 um ano W. confusa L4

8 Baldin - MG 2 um ano W. confusa L4

9 Baldin - MG 3 um ano W. confusa L5 - 51,2 -
10 Baldin - MG um ano E. casselifavus L6 5 . - -
11 Baldin - MG um ano W. confusa L4

12 Baldin - MG um ano W. confusa L4

13 Baldin - MG 2 um ano W. confusa L4

14 Baldin - MG 3 um ano E. casselifavus L7 1,2 - 54,8 -
15 Baldin - MG 3 um ano W. confusa L4

16 Baldin - MG um ano W. confusa L4

17 Baldin - MG um ano W. confusa L8 11,1 - 55,2 ++++-++
18 Baldin - MG 2 um ano W. confusa L5

19 Baldin - MG 3 um ano W. confusa L9 4,2 . 53,7 ++++-++
20 Baldin - MG 3 um ano W. confusa L4

21 Baldin - MG um ano W. confusa L4

22 Baldin - MG um ano E. casselifavus L6

24 Baldin - MG 2 um ano W. confusa L4

25 Baldin - MG 3 um ano W. confusa L4

26 Passatempo - MG 4 um més P. pentosaceus L10 4,7 35 - +H+++++
27 Passatempo - MG 4 um més P. pentosaceus L11 0 25 - +H-b+
28 Passatempo - MG 4 um més L. equi L12 3,2 - - +H-++++
31 Passatempo - MG 4 um més L. crispatus L13 0 - 93,3 -
33 Passatempo - MG 4 um més L. equi L14 4,4 - 71,4 -
40 Passatempo - MG 4 um més P. pentosaceus L15 0 39,6 56,5 +H+-++H++
44 Passatempo - MG 5 um més L. crispatus L16 0 - 93,6 -
45 Passatempo - MG 5 um més L. reuteri L17 2,5 22,4 59,9 -
46  Passatempo-MG 5 um més L. reuteri 118 25 163 56,2 —

Caracteristica desejavel: [ caracteristica indesejavel: B ; bactérias selecionadas (1. SG: porcentagem
de inibicdo ao suco gastrico artificial. SB: porcentagem de inibicao aos sais biliares. MATS: porcentagem de
adeséo a solventes organicos.
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4.5. Testes in vivo

4.5.1. Avaliacdo da seguranca do tratamento com P. pentosaceus 40 ou W. confusa 1 e

da capacidade protetora em camundongos infectados ou nhdo com S. Typhimurium

A utilizacdo de aditivos alimentares nas dietas dos animais tém sido uma das técnicas
aplicadas com resultados significativos para promover melhora nos indices zootécnicos e

aumentar a produtividade (Costa, Tse e Miyada, 2007).

A variagdo de peso resultante da suplementacdo alimentar de camundongos
convencionais com os isolados P. pentosaceus 40 e W. confusa 1, desafiados ou hdo com
S. Typhimurium, foi avaliada durante os 20 dias do experimento, a fim de verificar a
influéncia do pré-tratamento com estes possiveis probiéticos em 10 animais por grupo, de
ambos os sexos distribuidos uniformemente, em dois experimentos distintos. Em relacdo ao
P. pentosaceus 40, como visto na Figura 7, houve uma queda estatisticamente significativa
(p< 0,05) no grupo tratado e desafiado (p40 + desafio) em relagdo aos grupos nédo
desafiados (controle, p40). A variagdo de peso no grupo controle desafiado com S.
Typhimurium n&o foi significativa ao longo da infeccdo neste periodo. Alguns animais
morreram nos grupos desafiados apos o 5° dia de tratamento, e que a variagdo do peso foi
avaliada nos animais sobrevientes no 9° apés a infec¢do, no grupo tratado e desafiado (p40
+ desafio) sobreviveram trés animais, enquanto que no grupo desafiado (desafio)

sobreviveram cinco animais.

Da mesma forma, em relagédo ao isolado de W. confusa 1, como observado na Figura 8,
0s grupos desafiados (desafio e W1 + desafio) apresentaram uma significativa perda de
peso (p< 0,05). Da mesma forma, no 9° apés a infeccdo sobreviveram trés animais no grupo
tratado desafiado (p40 + desafio) e um animal no grupo desafiado (desafio). Ambos os
tratamentos provocaram maior perda de peso nos grupos desafiados com S. Typhimurium
(desafio + p40 e desafio + W1) em relacdo aos grupos desafiados e néo tratados (desafio),
principalmente no caso de P. pentosaceus 40. Os resultados se assemelham aos de
Santana (2015) que encontrou perda de peso nos animais desafiados e tratados com uma
linhagem de P. acidialactici em relacdo aos controles infectados (grupo desafio) sete dias
apos o desafio. Moura et al. (2001), utilizando condi¢cdes experimentais muito proximas das
utilizadas neste estudo, também demonstraram que o tratamento de camundongos
convencionais com a linhagem probidtica L. delbrueckii UFV-H2b20 levou a perda de peso
apés 5 dias de infeccdo com S. Typhimurium, indicando, igualmente, um resultado

desfavoravel em relagéo a prote¢c&o contra este enteropatégeno.
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Figura 7. Tendéncia de ganho/perda de peso dos grupos de animais convecionais
controle e tratados com P. pentosaceus 40, desafiados ou ndo com S. Typhimurium.
Retas seguidas por letras distintas diferem entre si (p<0,05) pelo teste de ANOVA 1 pos teste de

Tukey. Dias 2 e 5: n = 10 p/ todos os grupos. Dia 9 n =5 p/ grupo desafio e n =3 p/ grupo p40 +
desafio.
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Figura 8. Tendéncia de ganho/perda de peso dos grupos de animais convecionais
controle e tratados com W. confusa 1, desafiados ou ndo com S. Typhimurium. Retas
seguidas por letras distintas diferem entre si (p<0,05) pelo teste de ANOVA 1 e poés teste de Tukey.

Dias 2 e 5: n =10 p/ todos os grupos. Dia 9: n = 3 p/ grupo desafio e n = 1 para grupo W1 + desafio.

Os resultados referentes ao indice hepatico dos animais tratados com P. pentosaceus 40
ou W. confusa 1, desafiados ou ndo com S. Typhimurium, sdo apresentados na Figura 9 e
10. Os indices hepaticos demonstraram que os tratamentos com W. confusa 1 ou P.
pentosaceus 40 ndo promoveram aumento significativo do tamanho desse 6rgdo em relacéo
aos animais do grupo controle. Diferencas estatisticas foram apenas observadas (p < 0,05)
quando foram confrontados os indices dos animais dos grupos ndo desafiados (controle e
tratados) com aqueles dos animais desafiados (desafio e tratados + desafio). Os resultados
dos indices esplénicos dos animais tratados com P. pentosaceus 40 ou W. confusa 1,
desafiados ou ndo com S. Typhimurium sdo mostrados na figura 11 e 12. De maneira
similar, os indices esplénicos demonstraram que os tratamentos com W. confusa 1 ou P.
pentosaceus 40 ndo promoveram aumento significativo do tamanho do bago em relacdo aos
animais controles. Novamente, diferenca estatistica foi observada (p < 0,05) apenas quando
foram confrontados os indices dos animais dos grupos nao desafiados (controle e tratados)
com os desafiados (desafio e tratados + desafio). Os dois pré-tratamentos com W. confusa 1
ou P. pentosaceus 40 néo foram capazes de evitar ou reverter a hepatomegalia e a

esplenomegalia causadas pela infeccdo com o enteropatdgeno.

A hepatomegalia e a esplenomegalia sdo frequentemente relatadas como indicativos
indiretos de infeccao bacteriana. Logo, como os pré-tratamentos com P. pentosaceus 40 e
W. confusa 1 nao promoveram aumento destes indices, pode-se dizer que em relacdo a
estes parametros ambas as linhagens analisadas sdo seguras para uso como aditivo
alimentar. J4 o aumento do figado e do baco era esperado para animais infectados por S.
Typhimurium, uma vez que este microrganismo é um parasita intracelular facultativo que se
desenvolve dentro de macréfagos localizados nestes 6rgéos (Silva et al., 1999; Raupach e
Kaufmann, 2001; Grassl e Finlay, 2008).
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Figura 9. indice hepéatico médio dos grupos experimentais e controles dos animais

convencionais tratados com P. pentosaceus 40 (p40). Barras seguidas por letras distintas diferem

Figura 10. Indice hepatico médio dos grupos experimentais e controles dos animais

entre si pelo teste ANOVA 1 e pos-teste de Tukey (p<0,05; n=10).

IH W1

100+

peso figado (mg)f peso total (g)

convencionais tratados com W. confusa 1 (W1). Barras seguidas por letras distintas diferem entre
si por ANOVA 1 e pos teste de tukey (p<0,05; n=10).
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convencionais tratados com P. pentosaceus 40 (p40). Barras seguidas por letras distintas diferem
entre si por ANOVA 1 e pés teste de tukey (p<0,05; n=10).
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Figura 12. Indice esplénico médio dos grupos experimentais e controles dos animais
convencionais tratados com W. confusa 1 (W1). Barras seguidas por letras distintas diferem entre
si por ANOVA 1 e pos teste de tukey (p<0,05; n=10).

Mudancgas significativas na aparéncia e comportamento dos animais desafiados foram
observadas quatro dias apds a infeccdo, como: inapeténcia, ericamento dos pélos, postura

curvada com distensdo abdominal e pelagem aspera (Grassl e Finlay, 2008). A taxa de
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sobrevivéncia nos animais pertencentes aos grupos experimentais desafiados (animais
tratados, animais tratados/desafiados, animais nédo tratados/desafiados e animais nao
tratados/nédo desafiados) foi comparada para se obter informacdes a respeito da seguranca
e da capacidade de protecdo destas linhagens de P. pentosaceus 40 e W. confusa 1 contra
um importante enteropatégeno que é a Salmonella enterica sorovar Typhimurium, uma
caracteristica descrita para cepas com reconhecido potencial probiético (Gill et al., 2001;
Vasconcelos, Nicoli e Nardi, 2003; Silva et al., 2004; LeBlanc, Castillo e Perdigon, 2010).A
administracdo oral das linhagens de P. pentosaceus 40 e W. confusa 1 nos camundongos
ndo foi capaz de aumentar a sobrevivéncia dos animais apds a infeccdo com Salmonella
Typhimurium. Em relagéo ao P. pentosaceus 40 (figura 13), a taxa de sobrevivéncia no
grupo desafio foi de 20% e no grupo desafiado e tratado (desafio + p40) foi de 10%, a
sobrevivéncia total foi menor no grupo tratado, entretanto ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os dois grupos pelo teste de Long-Rank (p>0,05). O tempo de
sobrevivéncia médio no grupo tratado e infectado (desafio + p40) foi de 6 dias e de 7 dias no
grupo infectado (desafio). Em relagédo ao isolado de W.confusa 1 (figura 14) a sobrevivéncia
foi de 20% no grupo infectado e nao tratado (desafio) e 0% no grupo desafiado tratado
(desafio + W1), e assim como no experimento anterior, ndo houve diferenca significativa
pelo teste de Long-Rank (p>0,05) entre as taxas de sobrevivéncia nos dois grupos
avaliados. A sobrevivéncia média no grupo tratado e infectado (desafio + W1) foi de 5 dias e
de 6 dias no grupo infectado (desafio). Observou-se que dos cinco animais que
sobreviveram ao desafio com Salmonella Tiphymurium, em ambos os grupos e em ambos
0S experimentos, quatro pertenciam ao sexo feminino. Dados na literatura dizem que o sexo
feminino nos camundongos é menos susceptivel a infeccdo (Gautier et al., 1998). Em
ambos 0s experimentos, os grupos nao infectados (p40, W1 e controle) tiveram uma

sobrevivéncia de 100% dos animais.
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Figura 13. Taxa de sobrevivéncia de camundongos convencionais tratados ou ndao com P.
pentosaceus 40 apds 28 dias pds infeccdo com S. Typhimurium. Teste de long-rank (n=10).
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Figura 14. Taxa de obrevivéncia de camundongos convencionais tratados ou ndo com W.
confusa 1 ap0s 28 dias p0s infec¢cdo com S. Typhimurium. Teste de long-rank (n=10). Desafio:

controle do desafio com S. Typhimurium. W1 + Desafio: tratamento e desafio com S. Typhimurium.
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Resultados descritos por Frizzo et al. (2010), por meio de administracdo oral de cultura
mista de L. plantarum e P. pentosaceus em camundongos da linhagem Swiss desafiados
com Salmonella Dublin (10° UFC), mostraram taxas de 68% de sobrevivéncia em grupos
tratados e 50% de grupos néo tratados, apresentando diferenca significativa (p<0,01). Além
disso, os autores observaram que as mortes se iniciaram nove dias no grupo tratado e seis
dias no grupo néo tratado apds a administracao do patégeno. Eles consideraram a diferenca
do dia da primeira morte do grupo tratado em relacdo ao nédo tratado como outro indicador
de protecdo dos animais. No presente estudo, porém, os grupos desafio + p40 e desafio +
W1 apresentaram a primeira morte sempre 24 horas antes da primeira morte nos
respectivos grupos controles infectados. Embora S. Typhimurium e S. Dublin apresentem
caracteristicas de patogenicidade distintas, esses dados podem ser importantes no que
tange a dindmica da invasao dos patdgenos, sendo retardados pelos probidticos.

Ishikawa et al. (2010) estudaram o efeito inibitério de S. Typhimurium por L. plantarum
b240 mortas pelo calor por meio da administragdo oral em camundongos C57BL/6.
Avaliaram que, inoculando 10* UFC de S. Typhimurium, os animais comegaram a morrer no
sétimo dia pos-infeccdo, apresentando taxas de mortalidade de 58,3% quando tratados com
uma dose de 1 mg de b240. Ja quando tratados com uma dose de 10 mg de b240 apds
vinte dias de infeccdo apresentaram uma mortalidade de 50%. Entretanto, os autores
afirmaram que, quando foi testado um indculo de 10° UFC de S. Typhimurium, a linhagem
b240 ndo foi capaz de inibir a invasdo e a adesdo do patdégeno in vitro, como havia sido
observado quando a dose foi de 10* UFC. Esses dados permitem inferir que uma dose
infectante mais baixa do enteropatdégeno nos camundongos tratados com W1 e p40 poderia
permitir a observacdo de um possivel efeito protetor por parte dos microrganimos
pesquisados. Entretanto, ndo existem muitos trabalhos abordando o uso das espécies W.
confusa e P. pentosaceus elucidando seus efeitos protetores in vivo, especialmente em
modelos murinos de infeccdo com Salmonella Typhimurium, tornando dificil caracterizar a
resposta aqui obtida por esses microrganismos.

O tratamento com estas bactérias ndo causou aumento dos indices hepético e esplénico,
nem a morte dos camundongos e apesar ndo promover uma maior sobrevivéncia dos
animais infectados com o enteropatégeno, pode-se dizer que as linhagens W. confusa 1 e P.
pentosaceus 40 mostraram-se seguras, mesmo ndo tendo se apresentado como uma

terapia apropriada contra infeccdo por S. Typhimurium.
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4.5.2 Aspectos histologicos do figado dos animais convencionais tratados com P.
pentosaceus 40

O uso de modelos animais € recomendado como padréo ouro para avaliar caracteristicas
funcionais e relativas a seguranca de potenciais linhagens probidticas. Na andlise
histopatoldgica, o figado dos animais do grupo controle (salina) demonstrou arquitetura
lobular preservada e aspecto celular normal dos hepatdcitos (figura 15A). Nos animais
tratados com P. pentosaceus 40 ndo desafiados (p40), o figado apresentou-se semelhante
ao controle sem tratamento (figura 15B). A auséncia de alteragcBes macro e microscépicas
no intestino, no bago e no figado, assim como indicadores em geral de salde dos animais
tratados com P. pentosaceus 40 sugerem que esta linhagem bacteriana é segura para uso
oral como suplemento alimentar. Outros potenciais probiéticos que foram recentemente
isolados e ndo apresentaram histéria de utilizagdo em humanos e outros animais mostraram
resultados similares: Lactobacillus rhamnosus HNOO1, L. acidophilus HNO17 e
Bifidobacterium lactis HNO19 foram administrados a camundongos BALB/c e também nao
causaram mudancas nos indices hepatico e esplénico e nas caracteristicas histologicas do
figado, do baco e do intestino em relacdo aos grupos controles, além de ndo promoverem
alteracdes em outros indicadores de saude dos animais (EFSA, 2005).

Ja em relacdo aos animais desafiados com S. Typhimurium, tratados ou nao com P.
pentosaceus 40 (desafio + p40 e desafio), observaram-se intensas alteracfes necrotico-
degenerativas e inflamatérias, com exuberante infiltrado inflamatério misto distribuido em
grandes focos no interior do parénquima e ao redor dos espacos portas de forma aleatéria
(figuras 15C e D). Em associacdo notam-se grandes areas de edema, necrose de grupos
de hepatdcitos, bem como intensa acidofilia citoplasmatica (degeneracdo e necrose) de
hepatdcitos isolados ou ao redor de areas de parénquima destruidas. H& grandes espacos
de edema, com marginagéo leucocitaria nos vasos, e sinais de hematopoiese extramedular
reacional. Também ha congestdo sinusoidal, dilatacdo sinusoidal e infiltragdo celular do
parénquima adjacente. Congestdo venosa e dilata¢do de veias portas.

N&o foi encontrada diferenca estatistica significativa entre os scores histopatolégicos dos
grupos controle (controle) e tratado com P. pentosaceus 40 (p40). Da mesma maneira, ndo
foi encontrada diferenca significativa entre os scores dos dois grupos desafiados (desafio +
p40 e desafio). Somente foram observadas diferencas estatisticamente significativas quando
comparados os grupos desafiados com os grupos ndo desafiados (figura 16). A auséncia de
mudancas significativas nos parametros gerais de salde (ganho de peso, taxa de
mortalidade, indices hepatico e esplénico) e nos scores histopatoldgicos do figado nos
camundongos infectados com Salmonella, apesar do pré-tratamento com P. pentosaceus

40, sao fortes indicadores de que esta linhagem nado protegeu 0s animais contra a infeccao.
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Produtos probiéticos contendo L. acidophillus e B. bifidum, assim como um iogurte comercial
contendo L. acidophillus e Bifidobacterium sp. também ja falharam em proteger
camundongos contra a infeccdo causada por Salmonella (Van de Veerdonk et al., 2009;
Ritchie and Romanuk, 2012).

Figura 15. Aspectos histolégicos do figado dos animais convencionais (aumento 10x). Figado:
A) grupo controle; B) grupo tratado ndo desafiado (p40); C) grupo desafiado e nédo tratado (desafio);

D) grupo desafiado e tratado (p40 + desafio). Seta: infiltrados inflamatérios difusos.
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Figura 16. Score histopatoldégico do figado de animais tratados e né&o tratados com P.
pentosaceus 40 desafiados ou ndo com S. Typhimurium, 10 dias ap6s o desafio. Os resultados
estdo expressos como a média dos scores histopatolégicos por grupo e variam em uma escala que
vai de 0 (normal) a 4 (lesdo severa da arquitetura do tecido) (n=3). Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais (p < 0,05). Analise estatistica

foi feita por ANOVA 1 e pelo pés-teste de Tukey.

4.5.3. Expresséo relativa de mRNA de genes de citocinas nos dias 1, 4, 7 e 10 de

tratamento com P. pentosaceus 40

A quantificacao relativa dos niveis de mRNA de genes codificadores de citocinas 1, 4, 7 e
10 dias ap06s o inicio do tratamento com P. pentosaceus 40 esta representada na figura 17.
O tratamento com P. pentosaceus 40 revelou um perfil inflamatoério, induzindo um aumento
significativo na expressao de fator de necrose tumoral alfa (TNFA) 10 dias apés o inicio do
tratamento quando comparados com o grupo controle do 10° dia (figura 17a). Da mesma
forma, houve uma tendéncia de aumento da expresséo relativa de interferon gama (IFNG)
dos grupos tratados em relacdo aos grupos controles (figura 17b) em todos os dias
analisados. TNFA e IFNG sao importantes no processo inflamatério local para o controle de

uma infeccdo, entretanto, uma resposta exarcebada leva a uma disfuncdo da barreira
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epitelial intestinal, contribuindo para a entrada e colonizacdo da bactéria patogénica
(Castillo, 2011). Estes resultados podem em parte explicar o maior indice de mortalidade em
animais tratados com P. pentosaceus 40 e desafiados com S. Typhimurium em relagéo
aqueles que foram desafiados e ndo tratados. A andlise do nivel da expressao de citocinas
no 10° dia apdés o inicio do tratamento foi importante, pois este periodo corresponde aquele
onde aconteceu a infeccdo por S. Typhimurium. Levando-se em consideracdo que a
infeccdo com S. Typhimurium, por si s6, induz o aumento dos niveis de citocinas pré
inflamatérias como TNFA, IFNG e IL17, é provavel que o tratamento com P. pentosaceus 40
tenha levado a uma resposta inflamatoria exarcebada que facilitou a translocacdo da
Salmonella (Castillo, 2011). Sdo poucos os trabalhos que abordam e discutem o perfil de
citocinas ideal para combater a salmonelose em camundongos, principalmente, aqueles que
se referem a 10 dias apds o inicio do tratamento. Alguns autores dizem que um perfil
regulatorio de expresséo de citocinas foi induzido por bactérias que conferiram protecdo a
salmonelose e foram consideradas potenciais linhagens probiodticas (Viljanen et. al. 2005;
Corthesy et. al., 2007; Silva, 2008; Alvim, 2015), outros ainda dizem que o ideal é que a
linhagem bacteriana testada induza a expressao tanto de citocinas regulatérias (TGFB1 e
IL10) como de citocinas pr6 inflamatérias (IFNG, IL12, IL17), contribuindo para um balanco
adequado entre os dois tipos de resposta imune (Galdeano e Perdigon, 2004; Cebra et. al.,
2005; Steinberg, 2014). Existem ainda aqueles trabalhos que mostram que linhagens
probidticas que induzam a expressédo de citocinas pré-inflamatdrias como IFNG e TNFA séo
capazes de inibir a repilcacéo viral e proteger animais diante de uma infeccao viral (Karapiah
et. al., 1993; VanCanpem, 1994), um exemplo é a linhagem L. casei Shirota que protegeu
contra o Virus da Influenza e é amplamente utilizado em leite fermentado para consumo
humano (Hori et. al., 2001). Dados na literatura ainda reportam a utilizacdo de bactérias
laticas que induzam uma reposta pro-inflamatéria como adjuvantes imunes em vacinas
contra influenza, poliomielite, rotavirus e célera (Isolauri et. al., 1995, Paineau et. al., 2005;
Winkler et. al., 2005; Zhang et. al., 2008; Boge et al., 2009; Davidson et. al., 2011;)

Para as citocinas IL6, IL10 e TGFB1 ndo houve diferenga estatistica entre os grupos

experimentais.
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Figura 17. Expressao relativa de citocinas proinflamatérias e regulatérias no intestino delgado
de camundongos tratados e nado tratados com P. pentosaceus 40 no 1°, 4°, 7° e 10° dias apds o
inicio do tratamento. a) TNFA b) INFG c) IL6 d) IL10 e) TGFB1. Os dados foram expressos como a
média relativa de quantidade de mRNA (RLmRNA) usando como calibrador o nivel de expresséo do
grupo controle com um dia de tratamento em relacdo aos demais grupos experimentais (n = 5 animais
por grupo). ct: grupo controle, p40: grupo tratado. As barras verticais representam a média do desvio
padrdo de cada grupo. Letras diferentes indicam diferencas estatisiticamente significativas entre um
grupo experimental e um grupo controle do mesmo dia avaliado (p < 0,05). ANOVA 1 e pés teste de
Tukey.

5. Conclusoes

As linhagens P. pentosaceus 40 e W. confusa 1, selecionadas com base em
propriedades funcionais desejaveis em probidticos in vitro, ndo promoveram uma maior
sobrevivéncia dos camundongos infectados com o enteropatégeno S. Typhimurium nos
testes in vivo, ndo sendo uma terapia apropriada contra a infec¢do. Todavia, o tratamento
com as duas linhagens bacterianas ndo causou aumento dos indices hepético e esplénico,
nem a morte dos camundongos, por isso, S0 sugestivos para utilizacdo como adjuvante
imune.

A analise da expressao do mRNA de citocinas induzidas por P. pentosaceus 40 revelou
um perfil inflamat6rio de expressdo de citocinas no intestino. Com base em dados na
literatura, é possivel que o tratamento com a linhagem P. pentosaceus 40 sirva como
adjuvante imune de vacinas ou confira prote¢do frente a alguma importante infecgdo viral
em equinos, como as diarreias em potros causadas por Rotavirus ou Coronavirus, ou ainda
infeccBes do trato respiratorio ou sistémicas como Influenza Equina, Artrite Viral Equina e
Encefalite Viral Equina.

E importante ressaltar a necessidade de serem realizados testes de triagem em bactérias
candidatas a probidticos, assim como foi feito neste trabalho, antes de sua extensa
utilizacdo na terapia animal e humana, tendo em vista que os efeitos nem sempre serédo

benéficos para todos os tipos de infec¢do, como foi demonstrado no presente estudo.
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ANEXOS

ANEXO I: Niveis de susceptibilidade de Lactobacillus spp. aos agentes antimicrobianos
de acordo com didmetros dos halos de inibicao (milimetros) em teste de disco-difusdo em
agar MRS de acordo com Charteris et. al., 1998.

ANTIMICROBIANO NIVEL DE SUSCEPTIBILIDADE
Nome Concentracédo | Resistente Moderad,amente Sensivel
Sensivel

Amicacina 30 pg <15 16 - 17 >18

Ceftrioxane 30 pug <13 14 - 20 >21

Cloranfenicol 30 pg <13 14 - 17 >18

Oxacilina 1ug <18 19-20 >21

Penicilina 10U <19 20 - 27 > 28

Vancomicina 30 ug <14 15-16 >17
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ANEXO I: Certificado de aprovacdo do projeto, expedido pelo Comité de Etica em

Experimentag&do Animal da Universidade Federal de Minas Gerais.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 203/2009, relativo ao projeto intitulado
“Determinagdo do potencial imunomodulatdrio de lactobacilos, fracbes da
parede bacteriana e proteina S recombinante de novos isolados com
potencial probidticd’, que tem como responsavel(is) Alvaro Cantini Nunes ,
estd(d0) de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 9/ 12/2009.

Este certificado expira-se em 9/ 12/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 203/2009, related to the project entitled
“Determination of modulation of the immune responses induced in mice by
new strains of lactobacillus, cell wall fraction and recombinant S-layer
proteins ", under the supervisiors of Alvaro Cantini Nunes, is in agreement with
the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee
in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in December 9,
2009.

This certificate expires in December 9, 2014.

Belo Horizonte, 14 de Dezembrg de 2009.

WL e
Prof. Humberto Perelra iveira

Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592

www.ufmg.bribioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
(Mod.Cert. v1.0)
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APENDICES

Apéncice I. Curvas de crescimento obtidas de isolados de bactérias laticas em presenca de suco gastrico artificial. A linha azul

equivale ao crescimento controle, a linha vermelha ao crescimento com o desafio. A porcentagem de inibicdo é mostrada na Tabela 2.

1,4 - 1 -
0,9 -
1,2
0,8 -
1 0,7 -
£ 0,8 - £ 06 -
o =¢=\\/. confusa (2
o == \\. confusa (1) g 0,5 - (2)
g 06 - 2 04 ——Desafio (2)
== desafio (1
0,4 - @) 0,3 s
T 5,7% de inibigéo
02 - 2,1% de inibicéo 0,2
0,1
0 rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr1rr1T11
0’5 2 3,5 5 6,5 8 9'5 11 12'5 14 15,5 17 O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
05 2 35 5 65 8 95 11 125 14 155
Tempo (h) Tempo (h)




108

Tempo (h)

114 1 1,2 7
1,2 - 1 -
1 -
0,8 -
E ’
€08 - £
8 =¢=—\W. confusa (3) & 06 -

2 06 ' a == W. confusa (4)
(¢) oa == desafio (3) (o] 04 - == Desafio (4)
02 - 3,5% de inibicdo 0,2 - 6,7% de inibicéo
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

05 2 35 5 65 8 95 11 125 14 15,5 17 0,5 2 35 5 6,5 8 95 11 12,5 14 15,5
Tempo (h) Tempo (h)
1,2 + 07 -
1 A 0,6 -
0,8 - 0,5 -
: e
o 4
g 06 1 == V. confusa (9) é 0.4
8 . © == E. casseliflavus (10)
04 - == desafio (9) a 03 -
’ o == desafio (10)
C s 02
02 - 0% de inibicdo ’ s
5% de inibicéo
0,1
0 T rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr1rr 11 1T 11
015 2 315 5 6l5 8 9I5 11 1215 14 1515 17 0 T 1 11 117 1 1 rr 7 rrrr r r v 1 r r - /v 111 1711

05 2 35 5 65 8 95 11 12,5 14 155 17

Tempo (h)




109

- 1,2 -

. 1 .

i 0,8 -
: :
S | =¢=E. casseliflavus (14) S 06 - =@==\\/. confusa (17)
a —#—desafio (14) a —f-Desafio (17)
o o

. 0,4

1,2% de inibicéo e

_ 0,2 11,1% de inibicéo

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

05 2 35 5 65 8 95 11 125 14 155 17 0,5 2 3,5 5 6,5 8 95 11 125 14 155

Tempo (h) Tempo (h)

. 1 -

4 0,9 -

i 0,8 -
E i c 0,7 -
P ==¢=\\. confusa (19) c 0,6 1
o 7 2o ===, sanfranciscensis (26)
a == Desafio (19) & 05 - )
o Q04 == desafio (26)

o ’
- - . 0’3 A - o~
4,2% de inibicao 02 4,7% de inibicao
0,1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,5 2 3,5 5 65 8 95 11 125 14 155 05 2 35 5 65 8 95 11 12,5 14 15,5 17
Tempo (h) Tempo (h)




110

OD 620 nm

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4

0,3
0% de inibicéo 0,2

=—0—L. equi (28)
== desafio (28)

==9== . sanfranciscensis (27)

== desafio (27)

OD 620 nm

3,2% de inibicdo

0,1

L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L | 0 T 1111111 r1r 11 1rr1rr1r 1 r1 1 1111111 11T 1171711

05 2 35 5 65 8 95 11 125 14 155 17 05 2 35 5 65 8 95 11 125 14 155 17
Tempo (h) Tempo (h)

OD 620 nm

09 -
08 -
0,7 -

E06 -

S

30,5 -

a

804
03
0,2
0,1

T 1 1T 1T 17T 1T 1717717710711 0
05 2 35 5 65 8 95 11 12,5 14 155 17 05 2 35 5 65 8 95 11 12,5 14 155 17

Tempo (h) Tempo (h)

=&—L. crispatus (31)

e |, i(33
== desafio (31) equi (33)

={l= desafio (33)
0% de inibicdo

4,4% de inibicéo




111

05 2 35 5 65 8 95 11 12,5 14 15,5 17
Tempo (h)

0,5

0,9 - 0,12 -
0,8 -
0,1 -
0,7 -
£ 06 - : 0,08 -
S 05 - R 0,06 - —&—L. crispatus (44)
§ 04 - ==¢==_. sanfranciscensis (40) g ’ ——desaio (44)
o 03 == desafio (40) o 0,04 -
0,2 0 e e o ey e
0% de inibicéo 0,02 - 0% de inibicdo
0,1
0 LI LI L T LI LI L L LI LI 1 O h ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! T T T T T T T T T T T !
05 2 35 5 65 8 95 11 12,5 14 155 17 05 2 35 5 65 8 95 11 125 14
Tempo (h) Tempo (h)
1,2 A 1,2 -
1 - 1 -
0,8 - 0,8 -
: £
o == L. reuteri (45) P =4=— L. reuteri (46)
Q0,6 - ) S 06 -
a == desafio (45) a == desafio (46)
o (@)
0,4 04
o C e C o
02 2,5% de inibicdo 02 2,5% de inibigéo

2

3,5

5

6,5

8 95
Tempo (h)

11 12,5 14 155 17




112

Apéndice Il. Curvas de crescimento obtidas para os isolados de bactérias laticas na presenca de oxgall 0,3%.
A linha azul equivale ao crescimento controle, a linha vermelha ao crescimento com oxgall 0,3%. A porcentagem de inibicdo é mostrada na
Tabela 2.
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Apéndice Ill. Dados do sequenciamento das amostras ndo identificadas pelo PCR-

ARDRA. As amostras 1, 10 e 28 e 40 foram sequenciadas para o gene 16S rRNA.

Isolado 1 >gb|EUB07756.1| Weissella confusa strain TS7-2 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence; Length=1486; Score = 510 bits (276), Expect = 3e-141; Identities = 357/391 (91%), Gaps
= 27/391 (7%); Strand=Plus/Minus

Query 1 TCTGTCACCTAAGACCGCTGGCTTACAGAACG-TA-CCCACCGGCTTTGGGTGTNACATA 58

R N e N AR
Sbjct 1479 TCIGTCACCTTAGACGGCTGGC-TCCCGAAGGTTACCCCACCGGCTTTGGGTGTTACA-A 1422

Query 59 ACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGAACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGAT 118

Frrrrerrrerrerrrerrrerrrerrrerr e rrrrr e e e e e
Sbjct 1421 ACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGIGTACAAGA-CCCGGGAACGTATTCACCGCGGCG-T 1364

Query 119 GCTGATCCGCGATTACTAGGCAGATTCCTGACGTTCATGTAAGGCGAGTTAGCAGCCTAC 178

Frrrrerrrerrerrrerr o rrrrrr rer rrrrrr e rrrrr et e
Sbjct 1363 GCTGATCCGCGATTACTAG-C-GATTCC-GAC-TTCATGTA-GGCGAGIT-GCAGCCTAC 1310

Query 179 AATCCAGAACTGAGACGTACTTTAAGAGATTAGCGTCACCCGTCGCGGGTTGGCAAACTC 238

FErrr rrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e rerr e rrrr e e
Sbjct 1309 AATCC-GAACTGAGACGTACTTTAAGAGATTAGC-TCACCC-TCGCGGGTTGGCAA-CTC 1254

Query 239 GTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGGTTGTTGCCCCAGGGTCATAAGGGGCATGATGATT 298

Frrrrerrrrrrererrrrerrrrr v et rrr e
Sbjct 1253 GTTGTATACGCCATTGTAGCACGTG-T-GTAGCCC-AGG-TCATAAGGGGCATGATGATT 1198

Query 299 TGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCAGGCAGTTCCTCACTAGAGTGCCCAA 358

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr et rerr et e e
Sbjct 1197 TGACGICATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC-GGCAGT-C-TCACTAGAGTGCCCAA 1141

Query 359 CTGAAATGCTGGGCAACTAGTTAATAAAGGG 389

R R A
Sbjct 1140 CTGAA-TGCIGG-CAACTAGT-AATAA-GGG 1114

Isolado 10 > dbj|AB681222.1| Enterococcus casseliflavus gene for 16S rRNA, partial sequence,
strain: NBRC 100679; Length=1484; Score = 1005 bits (544), Expect = 0.0; Identities = 733/811
(90%), Gaps = 69/811 (9%); Strand=Plus/Plus

Query 7 GCGGCGTG-CT-ATAC-TGC-AGT-TAACGCTTTTTCTTTCACCGGAGCTTGCTCCACCG 61

Feerrrrr e rerr e e rrrr e e e e e e e e e
Sbjct 11  GCGGCGIGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTTTTCITTCACCGGAGCTTGCTCCACCG 70

Query 62 AAAGAAAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGA 121

FErrrrrrrrrrrrrrrrre e e e e e e e et e et e e e e e
Sbjct 71  AAAGAAAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGA 130

Query 122 TAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACACTATNTTCCGCATGGAAGAAAGTTG 181

FErrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrerrerrrerrreret terrrr e e e
Sbjct 131 TAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACACTATTTTCCGCATGGAAGAAAGTTG 190

Query 182 AAAGGCGCTTTTGCGTCACTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA 241

CErrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e et et e e ey
Sbjct 191 AAAGGCGCTTTTGCGTCACTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA 250

Query 242 ACGGGTCCCCCAGGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGA 301

FErr et e rrrrrerrrrrr et et et e
Sbjct 251 ACGGCTCACCAAGG-CAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGA 309



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

302

310

362

369

422

423

482

470

542

518

602

571

662

628

722

683

782

734

CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAAATGGACG

Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e et e
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAA-TGGACG

AACAGTCTGACCGAGGCAACGCCGCGTGGAGTTGAAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAAAC

LEorrrrrrrrrrer reereerrrrrr e rrr rrrrr e et e e
AA-AGTCTGACCGAG-CAACGCCGCGTG-AGT-GAA-GAAGGTTTTCGGATCGTAAAA-C

TCTGTTGTTTAGGAGAAAGAAACAACGGGATTGAGAGTAACACACTGTTTCATCCCCTTT

R e e e e N e e
TCTGTTGIT-AG-AGAA-GAA-CAA-GG-AT-GAGAGTAA-A-A-TGTT-CATCCC-TT~

GACCGGGTATCTAAACCAGGAAAGGCCACGGGCTTAACTACGTGCCAAGGCAAGGCCCGC

R e R
GAC-GG-TATCTAA-CCAG-AAAG-CCACGG-CT-AACTACGTGCCA-G-CA-G-CC-GC

NGGTAATAACGTAGGGTGGCAAGCGTTTGTCCGGGATTTTATTGGGGCGTAACGCGAGCG

FEErrer rerrer rerr e e e rrrr rrr et et
-GGTAATA-CGTAGG-TGGCAAGCGTT-GTCCGG-ATTT-ATTGGG-CGTAAAGCGAGCG

CAGGCGGTTTCTTAAGGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGGAGGGTCACTTG

FEErrrrrrrrrrrr e rrrrrrrerrerrrerrrerrrrrr e e e e
CAGGCGGITTCTTAAG-TCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGG-AGGGTCA-TTG

GAAACTGGGAGCACCTTGAGTGCAGAAGAGGAGACGTGGAATTCCATTGTGTAGCGGGTG

FEErrrrrerr e rerrrrrrr e et crrrrrr et rerrrr e r
GAAACTGGGAG-AC-TTGAGTGCAGAAGAGGAGA-GTGGAATTCCAT-GTGTAGCGG-TG

AAATGCGTAGCATCTCTGGGACGGAACACCAGTTGGCGAACGGGCGGCTCTCCTGGGTCC

RN e R R R e R RN RN
AAATGCGTAG-ATATATGG-A-GGAACACCAGT-GGCGAA-GG-CGGCTCTC-TGG-TC~

TGNAACCTTGAACGGCTTGANGGCTCCGAAA 812

A
TGTAAC-T-GA-CG-CT-GA-GGCTC-GAAA 757

361

368

421

422

481

469

541

517

601

570

661

627

721

682

781

733
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Isolado 28 > dbj|AB425924.1| Lactobacillus equi gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence,

strain: TB-C18; Length=1550 Score =

Gaps = 4/246 (2%); Strand=Plus/Plus

Query 11

Sbjct 34
Query 68
Sbjct 93
Query 128
Sbjct 153
Query 188
Sbjct 213
Query 248

Sbjct

273

GCGGCGTTTCCT-ATA-ATGC-AGTCGAACGCTTTTTCTTATCACCGTAGCTTGCTACAC

e e e e R A
GCGGCG-TGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTTTTCTTATCACCGTAGCTTGCTACAC

CGATAAGAAATTGAGAGGGGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTAAAGAGGG

Crrrrrrerrrrrer er rrrrrrrrr e e e et r et e e
CGATAAGAAATTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTAAAGAGGG

GGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATATCTCTTAGAACCGCATGGTTCTGGG

Frrrrrrreerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
GGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATATCTCTTAGAACCGCATGGTTCTGGG

ATGAAAGGTGGCGTAAGCTATCACTTTAGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTTGTTGGTG

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
ATGAAAGGTGGCGTAAGCTATCACTTTAGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTIGTTGGTG

GGGTAA 253

LT
GGGTAA 278

67

92

127

152

187

212

247

272

412 bits (223), Expect = 6e-112; Identities = 239/246 (97%),
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Isolado 40 > gb|KJ649285.1| Pediococcus pentosaceus strain LIO5 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence; Sequence ID: |Length: 1433; Number of Matches: 1; Related Information; Range 1:
537 to 1411GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match; Alignment statistics for match #1;
Scorel596 bits(864); Identities874/878(99%); Gaps4/878(0%); Strand Plus/Minus

Query 1 CTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTA 60

FEEEEETEr e et e e et e e e e e e b e e e e e et e e et
Sbjct 1411 CTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTA 1352

Query 61 TTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGC 120

FPEETEETEr et e ettt r e e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 1351 TTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGC 1292

Query 121 AGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGAGATTAGCTTAACCTCGCGGTCTCGCGA 180

FEEETETErr e e e e e et e et e e e e e vttt r et e e el
Sbjct 1291 AGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGAGATTAGCTTAACCTCGCGGTCTCGCGA 1232

Query 181 CTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTT 240

FEEETETErr et e e e et e e e e e e e et et et et e el
Sbject 1231 CTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTT 1172

Query 241 GACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTA 300

FEEEEEErr et et e et et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e et
Sbjct 1171 GACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTA 1112

Query 301 ATGCTGGCAACTAGTAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGA 360

FEEEEEEEr e et et e e e e e e e e e e e e e et e e e et
Sbjct 1111 ATGCTGGCAACTAGTAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGA 1052

Query 361 CACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTCTGTCCCCGAAGGGAACCTCTAATC 420

FEEEEETEr e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1051 CACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTCTGTCCCCGAAGGGAACCTCTAATC 992

Query 421 TCTTAGACTGTCAGAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAA 480

FEEEEEEET e e et e e r e et e e e e e et e e e e e e e e et
Sbjct 991  TCTTAGACTGTCAGAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTARA 932

Query 481 CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCTTTTGAGTTTCAACCTTGCGGT 540

FEEEEEEEr e e e e e e et et r e e e e et r e e e e e e e et
Sbjct 931  CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCTTTTGAGTTTCAACCTTGCGGT 872

Query 541 CGTACTCCCCAGGCGGATTACTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTC 600

FEEEEEEEr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 871  CGTACTCCCCAGGCGGATTACTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTC 812

Query 601 CAACACTTAGTAATCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTA 660

FEEEEETEr e e e e e e e e e e e e e r ettt r et el
Sbjct 811  CAACACTTAGTAATCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTA 752

Query 661 CCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGT 720

FEEEEErrrrrrrerere et et et et ettt e e e e e e e et
Sbject 751  CCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGT 692

Query 721 TCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCAC 780

FEREEETErr e e e et e e e e e e et r ettt et el
Sbjct 691  TCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCAC 632

Query 781 TCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGCACTTCTTCGGTTGAGCCGAAG-CTTTCACATTTAGAC 839

FEEErerererrrrrrrerrrererererererererererere crerererer el
Sbjct 631  TCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGCACTTCTTCGGTTGAGCCGAAGGCTTTCACATT-AGAC 573

Query 840 TTTAAAAAGACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAA 877

FE T e e el
Sbject 572  TT--AAAAGACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAA 537
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Apéndice IV. Cursos extracurriculares realizados no periodo da tese, resumos e

artigos publicados em congressos referentes a tese.

Artigos completos publicados em periodicos

1. "'SANDES, S.H.C.; ALVIM, L.B.; SILVA, B. C.; ZANIRATI, D. F.; JUNG, L.R.C,;
NICOLI, J.R. ; NEUMANN, E. ; NUNES, A.C. Lactobacillus species identification by amplified
ribosomal 16S-23S rRNA restriction fragment length polymorphism analysis. Beneficial
Microbesicr, v. 5, p. 471-481, 2014.

Citagbesscupus2

2. " SILVA, B. C.; JUNG, L.R.C.; SANDES, S.H.C.; ALVIM, L.B.; BOMFIM, M.R.Q.;
NICOLI, J.R.; NEUMANN, E.; NUNES, A.C. In vitro assessment of functional properties of
lactic acid bacteria isolated from faecal microbiota of healthy dogs for potential use as
probiotics. Beneficial Microbesicr, v. 1, p. 1-9, 2013.

Citagbes:scupusb

Resumos publicados em anais de congressos

1. "'SILVA, B.C.; ALVIM, L.B.; BONFIM, M.R.Q.; NICOLI, J.R.; NEUMANN, E.;
NUNES, A.C. In vitro assessment of functional features of lactic acid bacteria isolated from
horse faeces. In: 4th International Probiotics Association (IPA) World Congress, 2014,
Atenas, Grécia. Beneficial Microbes. Wageningen. Holanda: Wageningen Academic
Publishers, 2014. v. 5. p. S20-S20.

2. SILVA, B.C.; SANDES, S.H.C.; ALVIM, L.B.; NUNES, A.C. Equine Lactic Acid
Molecular Identification. In: V Encontro de Genética de Minas Gerais, 2014, Belo
Horizonte. Anais do V Encontro de Genética de Minas Gerais, 2014.

3. Santos, C. C.; SANDES, S. H. C.; ALVIM, L. B.; SILVA, B.C.; CAMPOS, M. H. A;
NEUMANN, E.; NICOLI, J.R.; NUNES, A.C. THE IMMUNOMODULATORY EFFECT OF
FOUR LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM DIFFERENT MUCOSAL SITES OF
CATTLE IN GERM FREE MURINE MODEL. In: XXXIX Congress of the Brazilian Society
of Immunology 2014, 2014, Buzios, RJ. Anais do XXXIX Congress of the Brazilian Society
of Immunology 2014, 2014.

4. SILVA, B. C.; ALVIM, L. B.; SANDES, S. H C.; BONFIM, M.R.Q.; NUNES, A.C.
Equine lactic acid bacteria identification and selection as potential probiotics. In: 58°
Congresso Brasileiro de Genética, 2012, Foz do Iguagu. Anais do 58° Congresso
Brasileiro de Genética 2012.

5. ALVIM, L. B.; SANDES, S. H. C.; SILVA, B. C.; Mariana de Paula Reis; NEUMANN,
E.; NUNES, A.C. Discrimination and creation of taxonomic framework of lactic acid bacteria
strains of bovine and swine by repetitive sequenced-based PCR finguerprint. In: 58°
Congresso Brasileiro de Genética 2012, 2012, Foz do Iguagu. Anais do 58° Congresso
Brasileiro de Genética 2012, 2012.

6. CAMPOS, M. H. A.; NICOLI, J.R.; NEUMANN, E.; ALVIM, L. B.; SANDES, S. H. C,;
SILVA, B. C.; SILVA, R. S.; SOUZA, T. C. ; LIMA, M. T. ; SANTOS, C. ; NUNES, A.C.
EFEITO PROTETOR DE WEISSELLA PARAMESENTEROIDES ISOLADA DE SUINO NA
INFECCAO EXPERIMENTAL COM SALMONELLA ENTERICA SUBSP. ENTERICA
SOROVAR TYPHIMURIUM. In: XXl Semana de Iniciacdo Cientifica, 2012, Belo Horizonte.
Anais da XXI Semana de Iniciacédo Cientifica, 2012.


http://www.scopus.com/scopus/inward/citedby.url?partnerID=bb5nvXTn&rel=R6.0.0&doi=10.3920/bm2013.0092&md5=ff350ad6575cee42ef5f9391ec8060b2
http://www.scopus.com/scopus/inward/citedby.url?partnerID=bb5nvXTn&rel=R6.0.0&doi=10.3920/bm2012.0048&md5=868a6bba92c228847e5a159cbfa8056f
http://www.scopus.com/scopus/inward/citedby.url?partnerID=bb5nvXTn&rel=R6.0.0&doi=10.3920/bm2013.0092&md5=ff350ad6575cee42ef5f9391ec8060b2
http://www.scopus.com/scopus/inward/citedby.url?partnerID=bb5nvXTn&rel=R6.0.0&doi=10.3920/bm2012.0048&md5=868a6bba92c228847e5a159cbfa8056f

