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RESUMO

A possivel indugdo de resisténcia bacteriana devido a inclusdo de antibidticos na
alimentacdo animal tem levado as autoridades competentes a proibir a utilizacdo dos
tradicionais promotores de crescimento baseados em drogas antimicrobianas para este fim.
Além disso, os consumidores comecaram a preferir produtos de origem animal com alta
qgualidade, sem possiveis residuos destes antibiéticos, promovendo uma pressao no
mercado por compostos alternativos. Assim, os probidticos tém emergido como potenciais
substitutos, pois proporcionam beneficios a microbiota intestinal e mostram capacidade
imunomoduladora em seu hospedeiro. Neste contexto, este estudo teve como objetivo isolar
e identificar novas linhagens de bactérias do &cido lactico a partir de diferentes mucosas de
suinos que possam ser utilizadas para suplementacédo alimentar, promoc¢édo do crescimento
e como adjuvante imune. Cinquenta e seis isolados foram obtidos a partir de fezes, focinho
e boca de oito suinos e, em seguida, foram identificadas ao nivel de género por amplificacéo
das regibes espacadoras entre os genes 16S-23S do rRNA. Aqueles isolados que
apresentaram amplificacao tipica do grupo Lactobacillus e Weissella foram identificados ao
nivel de espécie por digestdo com endonucleases de restricdo dos amplicons 16S-23S
rRNA e caracterizados quanto as suas propriedades probibticas. Vinte e quatro
microrganismos do grupo Lactobacillus/Weissella foram identificados como pertencentes a
oito espécies: Lactobacillus acidophilus, L. brevis, L. murinus, L. reuteri B, L. plantarum A, L.
plantarum B/ L. paraplatarum/ L. pentosus, Weissella paramesenteroides, W. cibaria. Estas
bactérias foram selecionadas quanto ao seu potencial probidtico com base na resisténcia
aos sais bileres, tolerancia ao baixo pH, hidrofobicidade da superficie celular e producéo de
substancias antimicrobianas. Os resultados mostraram a presenca de sete isolados com
potencial probidtico, com dois destaques, o Lactobacillus acidophilus 1ANH4 e a Weissella
paramesenteroides 1ANK4, que cumpriram plenamente todas as condicdes testadas,

demonstrando maior potencial em relacdo as propriedades funcionais testadas in vitro.

Palavras chave: Bactérias do acido latico, caracteristicas probiéticas, suinos.



ABSTRACT

The possible acquisition of bacterial resistance due to the inclusion of antibiotics in animal
feed has led the qualified authorities to ban the use of antimicrobial drugs for this purpose.
Moreover, consumers began to prefer products of animal origin with high quality, without
possible residues of the referred antibiotics. Thus, probiotics have emerged as potential
substitutes to the traditional use of antimicrobial drugs because provide intestinal microbiota
benefits and show immunomodulatory capacity in its host. Therefore, this study aimed to
isolate and identify new strain of lactic acid bacteria from different mucosae of swine select
candidates for feed supplementation, growth promotion and as immune adjuvant. Fifty-six
isolates were obtained from feces, snout and mouth of eight swines and then were identified
to genus level by amplification of the 16S-23S rRNA intergenic spacer. Those isolate that
showed typical amplification of Lactobacillus and Weissella group were identified to the
specie level by restriction endonuclease digestion of 16S-23S rRNA amplicons and
characterized by their probiotic properties. Twenty-four microorganism of the
Lactobacillus/Weissella group were identified as belonging to eight species: Lactobacillus
acidophilus, L. brevis, L. murinus, L. reuteri B, L. plantarum A, L. plantarum B/ L.
paraplatarum/ L. pentosus, Weissella paramesenteroides, W. cibaria. These bacteria were
selected as potential probiotics based on their bile-salt resistance, low pH tolerance, cell
surface hydrophobicity and production of antimicrobial substances. The results showed the
presence of seven isolates with probiotic potential features, with two highlights, Lactobacillus
acidophilus 1ANH4 and Weissella paramesenteroides 1ANK4, which fulfilled all conditions

tested, proving highest potential with functional properties in vitro.

Key words: Lactic acid bacteria, probiotic characteristics, swines.



1 INTRODUCAO

1.1 SUINOCULTURA

O crescimento da populacdo mundial e o desenvolvimento econdmico, associados a
urbanizacdo e a diversificagdo alimenticia nos paises em desenvolvimento, geraram uma
demanda suplementar, promovendo uma modificacdo no consumo de alimentos, com uma
proporgcédo de produtos animais crescendo em ritmo mais acelerado (OECD-FAO, 2009). A
carne suina, que corresponde a 40% do consumo mundial de proteina animal, tem
expressiva participacdo no atendimento deste contingente, tornando necessario encontrar
melhor eficiéncia produtiva a fim de suprir esta demanda (Gheler et al., 2009).

A criacdo de suinos ocupa lugar de destaque na matriz produtiva do agronegécio
nacional. Segundo dados da Associacao Brasileira da Industria Produtora e Exportadora de
Carne Suina, atualmente o Brasil esta entre os cinco maiores produtores mundiais, com
mais de 3,0 milhdes de toneladas deste produto em 2010 e um faturamento médio de US$
100 milhdes por més (ABIPECS, 2010).

Estudos do Centro Nacional de Pesquisa em Suinos e Aves (CNPSA) mostram que o
Brasil apresenta o menor custo de producdo mundial, cerca de US$0,55/kg, e produz
carcacas de qualidade comparada a dos grandes exportadores. Dessa forma, pode-se dizer
gue o mercado internacional sinaliza para o crescimento das exportacdes brasileiras, com
possibilidades de abertura de novos mercados como o do NAFTA, China, Africa do Sul,
Chile, Taiwan, Unido Européia e Japdo, consumidores em potencial (EMBRAPA-CNPSA,
2003).

Devido a uma maior concorréncia por novos mercados consumidores de carne suina,
o risco de uma perda econdmica relacionada a diminuicdo do desempenho e da saude dos
animais esta cada vez maior (Pancheniak, 2005; OCED-FAOQO, 2009). Neste sentido, varios
paises tém buscado o aperfeicoamento das técnicas de manejo e tém direcionado recursos,
a fim de desenvolver aditivos alimentares eficientes que, associados, permitam melhorar e

intensificar a producéo (Costa, Tse e Miyada, 2007).



1.1.1 Manejo de suinos

Na suinocultura moderna e intensiva, um dos aspectos mais importantes na
prevencao de doencas € o correto manejo dos animais, visando reduzir a pressao infectiva e
a transmissdo de agentes patogénicos entre animais de diferentes idades (EMBRAPA-
CNPSA, 2003).

Os sistemas de producdo empregados para 0 manejo dos suinos podem ser a
producdo em ciclo completo (CC), as unidades de producéo de leitdo (UPLs) ou unidades de
terminacdo (UTs). Na producdo em CC, o mesmo estabelecimento desenvolve todas as
etapas de producdo dos animais, do nascimento ao abate, diferentemente das UPLs e UTs,
gue apresentam apenas fases especificas. As UPLs envolvem as etapas de reproducao e
as UTs somente a fase de crescimento e terminacédo (Costa, Ludtke e Aradjo, 2007).

Os suinos, antes de chegarem ao abate, passam por trés fases: maternidade, creche
e crescimento-terminacdo. Estas etapas séo definidas levando-se em consideracéo a idade
e o peso do animal ao final das fases. A maternidade é considerada do nascimento até 21
dias, com peso aproximado de 7 Kg, a fase de creche de 21 a 63 dias, com peso de 24 Kg,
e crescimento-terminacdo dos 63 a 160 dias (peso maior que 100 Kg), sendo posteriormente
levados para o abate (Pancheniak, 2005).

A fase mais critica na cria¢do de suinos € a fase de creche, uma vez que 0s animais
sdo impostos a condi¢cBes diferentes da que se encontravam, deixando a companhia
materna e alimentando-se exclusivamente de racdo, em substituicdo ao leite (Castro et al.,
2009). Além disso, visto que a imunidade do animal ainda ndo € completamente efetiva,
observa-se a ocorréncia de diarréia e enterite nos leitdes, as quais resultam no expressivo

atraso do crescimento e na reducdo da conversao alimentar (Menin et al., 2008).

1.1.2 Aditivos alimentares na suinocultura

Entre os componentes que promovem aumento dos custos de producao na atividade
suinicola estdo a alimentagcdo, os gastos veterinarios, a energia, a mao-de-obra e o
transporte (EMBRAPA-CNPSA, 2003). Dentre estes, a alimentacdo exige uma atencgdo
especial dos suinocultores, uma vez que responde a 70% dos gastos totais, implicando na
necessidade de uma formulag@o precisa das ragfes, e também, na correta mistura dos

ingredientes (Zardo e Lima, 1999).



Uma das técnicas utilizadas com resultados significativos para melhorar os indices
zootécnicos e aumentar a produtividade tem sido o uso de aditivos nas dietas dos suinos
(Costa, Tse e Miyada, 2007). Aditivos alimentares séo substancias que, mesmo ndo sendo
vitais para 0 organismo, sdo usadas para proporcionar um incremento no ganho de peso
dos animais, apesar do mecanismo de acdo de algumas destas substancias nao ser
totalmente entendido (Oliveira et al., 2002).

Dentre os aditivos mais empregados na alimentacdo de suinos, destacam-se 0s
antimicrobianos (antibiéticos e quimioterapicos), utilizados a mais de 50 anos como
promotores de crescimento em dietas para suinos recém-desmamados para diminuir a
incidéncia de diarréia pos-desmame e promover melhora no desempenho animal (Turner,
Dritz e Minton, 2001; Costa, Tse e Miyada, 2007). Entretanto, nos ultimos anos o0s
consumidores e autoridades tém exigido carne sem residuos quimicos, restringindo o uso
destes promotores devido a constatacdo da inducdo de resisténcia para bactérias, o que
resulta em menor eficiéncia dos antibiéticos na terapia animal e humana (Pancheniak, 2005;
Chiquieri et al., 2007; Soto et al., 2007).

A Unido Européia, durante a década de 70, proibiu 0 uso de varios antibiéticos na
alimentacdo animal, alegando que estes poderiam intervir na terapéutica humana
(Castanon, 2007). Atualmente, ndo é aceita a utilizacdo de qualquer antimicrobiano como
aditivo alimentar nestes paises (Ripamonte et al., 2007; Gallo et al., 2010; Berendsen et al.,
2010). No Brasil, as restricdes iniciaram em 1992, e desde entdo o Ministério da Agricultura,
por meio de portarias e instru¢cdes normativas, vetou a utilizacdo de varios aditivos, dentre
eles, avoparcina, cloranfenicol, penicilina, tetraciclinas, sulfonamidas, entre outros (MAPA,
2011).

Apés estas proibicdes, tornou-se evidente a necessidade de buscar produtos
alternativos aos antimicrobianos para suplementacéo alimentar de suinos, sendo que estes
provaveis substitutos deveriam ser capazes de manter as caracteristicas benéficas dos
antimicrobianos, como a promocédo de altos indices de produtividade e a qualidade dos
produtos finais, e eliminar as caracteristicas indesejaveis, como a resisténcia bacteriana
(Loddi et al., 2001).

1.2 PROBIOTICOS

A palavra “probiético” deriva do grego e significa “pré-vida”. Este termo foi usado pela
primeira vez por Lilly e Stillwell (1965) ao verificarem a acdo de microrganismos como

promotores de crescimento. Posteriormente, em 1974, Parker definiu probidticos como



microrganismos ou substéncias que contribuem para o balanco da microbiota intestinal
(Goldin, 2011).

Atualmente, probitticos sdo definidos como microrganismos vivos com capacidade
de conferir beneficios a saude de seu hospedeiro quando administrado em quantidades
adequadas (FAO/WHO, 2002). A maioria dos microrganismos probidticos sdo bactérias
laticas, Gram positivo, geralmente catalase negativo, ndo esporulantes, anaerébios estritos,
facultativos ou que crescem em microaerofilia. Assim sendo, os probi6ticos incluem
espécies 4&cido laticas dos géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus,
Streptococcus e Weissella (Oliveira-Sequeira, Ribeiro e Gomes, 2008).

Um probiético, para ser considerado efetivo, deve apresentar algumas propriedades
basicas, tais como: 1) exercer um efeito benéfico a saude de seu hospedeiro; 2) conter um
grande numero de células viaveis; 3) permanecer no ecossistema intestinal do hospedeiro;
4) ser estavel durante a estocagem e permanecer viavel por longos periodos; 5) ser isolado
da mesma espécie animal a que se destina (Salminen et al., 1998; Saarela et al., 2000;
Turner, Dritz e Minton, 2001).

Dados experimentais demonstram que os probidticos sdo capazes de desenvolver
beneficios a saude por meio de mecanismos nao previstos através da nutricdo convencional
(Saad, 2006). Observa-se que a ingestdo destas culturas de microrganismos promove 0
controle e estabilizacdo da microbiota intestinal, resisténcia gastrointestinal & colonizacéo
por patégenos, diminuicdo da intolerancia a lactose, alivio da constipacdo, aumento da
absorcdo de minerais e producdo de vitaminas (Kaur, Chopra, Saini, 2002; Tuohy et al.,
2003; Salminem, Ouwehand e Isolauri, 1998).

Atualmente, ja existem probidticos como produtos comerciais disponiveis para aves,
suinos, bovinos, ovinos, equinos, cdes e gatos. A forma mais tradicional de aplicacdo dos
microrganismos probidticos na criacdo de suinos é por meio de alimentos funcionais. A
administracdo destes produtos geralmente acontece logo apés o nascimento, pois nas
primeiras horas de vida o trato gastrointestinal do leitdo é estéril, havendo pouca secre¢éo
de acido cloridrico, o que permite a proliferacdo de bactérias patogénicas como Escherichia
coli, Streptococcus, Salmonella e Clostridium, principais causadores de morte nos suinos
(Santos et al., 2003; Menin et al., 2008; Vannucci e Guedes, 2009).



1.2.1 Selecgé&o de probidticos

Critérios para a selecdo de novas espécies probibticas incluem caracteristicas
relativas a seguranca, funcionalidade e aspectos tecnolégicos das culturas que serédo
utilizadas na composigéo do produto (Saarela et al., 2000; Pancheniak, 2005).

Em relacdo & seguranga, 0os microrganismos probiético 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 maxima do produto (Salminen et al., 1998; Murarolli, 2008).

A funcionalidade da linhagem probidtica esta ligada a sua capacidade de resistir as
condicbes adversas do trato gastrointestinal de seu hospedeiro e de sua habilidade
antagonista contra patégenos residentes (Turner, Dritz e Minton, 2001; Ruiz-Moyano et al.,
2008). Os microrganismos componentes de um probidtico devem sobreviver a acidez
gastrica e a atividade hidrolitica dos sais biliares e, ainda, serem capazes de reduzir 0s
patégenos aderidos na superficie intestinal (ou em outras mucosas), seja pela producao de
compostos antagonistas (bacteriocinas e antibiéticos) ou pela competicdo por sitios de
adesdao (Morelli, 2000; Saarela et al., 2000; Motta et al, 2006).

Outro aspecto importante na selecdo de uma nova linhagem probidtica é a
observacdo de suas propriedades tecnoldgicas. Um probidtico deve conter cepas que
apresentam rapido crescimento “in vitro”, facil manipulac¢édo, boas condi¢cdes de producado
industrial e que sobrevivam no produto final conservando sua funcdo (Pancheniak, 2005).
Além disso, deve ser observada a habilidade da cultura em co-existir com a microbiota
indigena do hospedeiro (FAO/WHO, 2002).

1.2.2 Mecanismos de Acao dos Probidticos

O modo de acdo dos probidticos € bastante diversificado (figura 1), de acordo com
Lebeer, Vanderleyden e De Keersmaecker (2008) os mecanismos que promovem os efeitos
benéficos relativos a salude do hospedeiro compdem no minimo uma das seguintes
categorias: 1) Inibicdo de patdgenos e restabelecimento da homeostase microbiana. 2)

Protecdo da barreira epitelial. 3) Modulacdo da resposta imune.



1.2.2.1 Inibicdo de patdégenos e restabelecimento da homeostase microbiana

Varios microrganismos probiéticos apresentam atividade antagonista contra espécies
patogénicas pela sintese de bacteriocinas, perdxido de hidrogénio, &cidos organicos
volateis, acido latico e acético (Jin, Marquard e Baidoo, 2000; Silva et al., 2007).

Bacteriocinas sdo definidas como substancias produzidas por bactérias que sao
capazes de inibir a multiplicacdo de outras bactérias, mesmo em baixas concentracdes
(Riley, 1998). No caso dos probioticos, existe na literatura uma ampla gama de trabalhos
descrevendo a acao antagonista destas substancias contra varios patégenos, 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).

O peroxido de hidrogénio é um antagonista cujo espectro de a¢ao inclui a inibicdo do
crescimento de bactérias patogénicas Gram negativo, sendo importante para a manutencéo
do equilibrio da microbiota através do combate a bactérias patogénicas, como demonstrado
por Pridmore e colaboradores (2008), que observaram a atividade anti-Salmonella de
Lactobacillus johnsonii NCC533 derivada da producéo de peroxido. Além disso, ele também
pode estar associado a capacidade de colonizacdo vaginal, impedindo o estabelecimento de
patégenos nesta regido (Vallor et al. 2001).

A producdo de acidos organicos, bem como de acido latico e acético pelas bactérias
utilizadas como probidticos reduz o pH do trato gastrintestinal, prevenindo o crescimento de
varios agentes patogénicos e, consequentemente, permitindo o desenvolvimento de certas
espécies de lactobacilos (Garcia et al., 2006). Um estudo que destaca a relacdo entre a
producdo destas substancias e a inibicdo de patdgenos é o de De Keersmaecker e
colaboradores (2006) que atribui a atividade antimicrobiana da linhagem GG de

Lactobacillus rhamnosus contra Salmonella enterica a produgéo de &cido latico.



MECANISMO DE AGAO DOS PROBIOTICOS

= Producao de substancias antagonistas:
* Bacteriocinas
e Peroxido de hidrogénio
e Acidos organicos
o Acido latico e acético

Cr)

INIBIGAO DE
PATOGENOS

N s—

—» Competicao por nutrientes

PROTEGCAO DA | —» Competicéo por sitios de adeséo
BARREIRA —» Estimulo da CEl:
EPITELIAL * Producdo de defensinas

e Sintese de muco

—» Ativacao de macroéfagos
MODULACAO DA| -»Producéao de Imunogloblinas

RESPOSTA —» Interacao com CD:
IMUNE ¢ Proliferacao de células T

e Sintese de citocinas

CcD

Figura 1 - Resumo dos mecanismos de ac¢éo dos probidticos.
PB: probidtico; PG: patégeno; CEl: célula epitelial intestinal; CD: célula dendritica; MC:
macréfago (Fonte: Adaptada de Lebeer, Vanderleyden e De Keersmaecker, 2008).
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1.2.2.2 Protecg&o da barreira epitelial

A capacidade dos probiéticos de promover a protecdo da barreira epitelial se deve
basicamente a duas propriedades: Competicdo por nutrientes e/ou competicdo entre
linhagens patogénicas e microrganismos probidticos pelos mesmos sitios de adesao
(exclusdo competitiva), além da inducdo da sintese de defensinas e muco (Turner, Dritz e
Minton, 2001;Oliveira et al., 2002; Saad, 2006).

Na maioria das vezes, os probidticos sdo selecionados utilizando-se bactérias da
microbiota indigena, aumentando as chances de obtencdo de bactérias com melhor
capacidade adaptativa as condic¢des intestinais do hospedeiro. Assim, um probiotico é capaz
de metabolizar de forma mais rapida e eficiente os nutrientes, tornando-os indisponiveis aos
patégenos e, consequentemente, impedindo a proliferacdo destes (Spencer e Chesson,
1994; Pancheniak, 2005).

Os microrganismos probiéticos presentes no trato gastrointestinal atuam também
como uma barreira defensiva do animal, impedindo que microrganismos 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 o processo inicial &
baseado em interacdes fisico-quimicas, que estdo relacionadas as cargas elétricas
presentes e a hidrofobicidade da parede celular do microrganismo.

A ligacdo dos probidticos com células epiteliais do intestino como, por exemplo, as
células de Paneth e enterdcitos, estimulam a producdo de defensinas e muco,
respectivamente, substéncias importantes na protecdo das superficies mucosas contra

invasao por patoégenos (figura 2) (Lebeer, Vanderleyden e De Keersmaecker, 2010).

1.2.2.3 Modulagao da resposta imune

Bactérias probibticas sdo capazes de modular a resposta imune do hospedeiro por
meio da ativacdo de macrofagos, proliferagcdo de células T e aumento da producdo de
imunoglobulinas, anticorpos e citocinas (Oliveira et al., 2002; Pancheniak, 2005).

A imunomodulagdo pelos probidticos € resultado da interagdo de moléculas
conservadas da parede celular destes microrganismos (MAMPs) com receptores de

reconhecimento do hospedeiro (PRRs), induzindo as vias de sinaliza¢do imune, sendo que o
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tipo de resposta imunoldgica gerada é diretamente dependente da linhagem probidtica
ingerida e do tipo celular ao qual ela se liga (Cross, 2002; Oelschlaeger, 2010).

A interagdo do microrganismo probittico com as células dendriticas é o fator que
promove a producdo de citocinas, principais moléculas do complexo de histocompatibilidade
principal para apresentacdo de antigenos, e moléculas co-estimulatérias que polarizam
células T em células T regulatérias e auxiliares tipo 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 2) (Lebeer, Vanderleyden e Keersmaecker,

2010).
Sintese
/" MAMPs pRRs de muco
Bactéria probidtica
/ .
o %W R s

) Camada de muco
Defensinas

Célula de
Paneth

Célula
Dendritica

Célula T auxiliar 1
é Célula T auxiliar 2

Célula T regulataria

2 Tecido linfoide associado ao intestino 7

Figura 2 - Principais vias de imunomodula¢@o promovida por um probidtico.

Um probidtico é capaz estimular a produgéo de defensinas e muco quando em contato com as células de Paneth e
com o0s enterdcitos. Além disso, pode interagir com as células dendriticas na lamina propria através de suas
prolongacdes entre as células epiteliais intestinais e pela transcitose mediada pelas células M. O tipo de interacao é
dependente da dindAmica do muco intestinal e, independente da via, é capaz de induzir a produ¢éo de citocinas que
podem atuar como adjuvante imune (Fonte: Adaptado de Lebeer, Vanderleyden e Keersmaecker, 2010).
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Outro aspecto importante € que uma vez estabelecido no TGI, o probiético promove
o estimulo a proliferacdo de células T regulatérias e imunoglobulinas, principalmente IgA,
em neonatos, permitindo um desenvolvimento normal do sistema imune por meio da
inducdo da tolerdncia a antigenos Iluminais, auxiliando na prevencdo de doencas

autoimunes e alergias alimentares (Shi e Walker, 2004).

1.2.3 Probi6ticos como produtos comerciais

Produtos probiéticos podem conter bactérias totalmente conhecidas e quantificadas
ou culturas bacterianas ndo definidas (Loddi, 2001). No mercado existem probiéticos com
diferentes composi¢cdes de microrganismos e, mesmo aqueles pertencentes a mesma
espécie, geralmente apresentam diferentes cepas (Cardoso, 2006). Enterococcus,
Bacteroides, Eubacterium e especialmente Lactobacillus e Bifidobacterium estdo presentes
em todas as misturas de culturas definidas (Rivera-Espinoza e Gallardo-Navarro, 2010). A

tabela 1 apresenta as principais espécies de microrganismos empregados como probidticos.

Tabela 1 - Espécies de microrganismos empregados em produtos probidticos.

Lactobacillus Bifidobacterium Outras
L. acidophilus L. gasseri B. adolescentis Enterococcus faecium
L. amylovorus L. helveticus B. animalis Lactococcus lactis
L. brevis L. johnsonii B. bifidum Leuconostoc mesenteroides
L. crispatus L. paracasei B. breve Pediococcus acidilactici
L. delbreuckii L. plantarum B. infantis Saccharomyces boulardii
L. fermentum L. reuteri B. longum Streptococcus thermophilus
L. gallinarum L. rhamnosus Weissella confusa

Fonte: Adaptado de Holzapfel e Schillinger, 2002.

De acordo com Oliveira e colaboradores (2002), a eficacia do produto é estritamente
dependente da quantidade e caracteristicas das cepas do microrganismo utilizado na
elaboracdo do probiotico. Além disso, quando as bactérias com capacidade probiotica séo
isoladas do seu habitat convencional e subcultivadas e/ou liofilizadas, algumas das suas
propriedades séo perdidas (Loddi, 2001).

Em virtude da diversidade de fatores que afetam a confeccdo de um probidtico,
algumas normas para avaliagdo da eficacia do produto foram adotadas pela Expert
Commission on Animal Feeds (FAO/WHO, 2007).

Primeiramente, os microrganismos constituintes do produto devem ser identificados
geneticamente utilizando metodologias reconhecidas internacionalmente e, em seguida,
realizados ensaios onde o probidtico analisado deve permanecer estavel sob diversas

condi¢cbes: um ano em condi¢cdes de estoque para apresentagdo comercial; dois meses no
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alimento comercializado sob a forma peletizada; e por trés meses quando submetido a
temperatura de armazenamento de -80°C. Além disso, também é recomendada a dose
minima de 10° microrganismos viaveis por grama de alimento, bem como a contagem de
organismos Vviaveis na ragdo, no lumen intestinal, e no trato gastrintestinal depois de
finalizada a administracéo do probiético (Loddi, 2001).

Apos a avaliacdo os produtos podem ser comercializados, sendo aplicados de varias
formas, como por exemplo, adicionadas as racdes, na agua de bebida, em capsulas
gelatinosas, pulverizado sobre os animais e como spray (Cardoso, 2006).

No Brasil, a avaliacdo dos produtos com alegac¢fes de propriedades funcionais e/ou
de saude compete a Comissdo Tecnocientifica de Assessoramento em Alimentos
Funcionais e Novos Alimentos, vinculada a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA, 2011). De acordo com a referida comissédo, para que um probidtico seja aprovado
deve apresentar uma quantidade minima viavel de microrganismos na faixa de 10° a 10°
UFC na recomendacédo diaria de consumo do produto final, sendo que valores menores

podem ser aceitos, desde que a empresa comprove sua eficacia (ANVISA, 2011).

1.2.4 Mercado dos probidticos

Os avancos cientificos relacionados ao desenvolvimento de produtos alimentares
tém promovido um crescimento do mercado de probidticos, uma vez que proporcionaram
melhoras na qualidade das amostras em termos de estabilidade e vida de prateleira e,
ainda, uma maior aceitacdo das propriedades bioterapéuticas por parte dos consumidores
(Komatsu, Buriti e Saad, 2008).

O mercado global de probiéticos aumentou de US$ 14,9 bilhdes em 2007 para US$
15,9 bilhdes em 2008 e, de acordo com estimativas, tende a atingir 19,6 bilnées de dblares
em 2013, o que corresponde a uma taxa de crescimento anual (TCA) de 4,3% (Ross et al.,
2010).

Os produtos probiéticos disponiveis ho mercado podem ser divididos em: alimentos,
suplementos e ingredientes (Agheyisi, 2008). Os alimentos probi6ticos ocupam a maior
parte do mercado, correspondendo a 85% do total, com um faturamento de US$ 13,8
bilhdes em 2008 e estimativa de US$ 17,0 bilh6es em 2013 (Holzapfel e Schillinger, 2002).
Analistas de mercado estimam que mais de 500 produtos alimentares e bebidas probidticas
tém sido introduzidos ao longo da ultima década, com os iogurtes representando a maior
parcela da producéo, 36,6%, seguidos pelos queijos probidticos e bebidas fermentadas
(Stanton et al., 2001).
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Os suplementos probidticos sdo o segundo maior segmento, ocupando 9% do
mercado, com arrecadacao de US$ 1,2 bilhdo em 2007 que deverd atingir US$ 1,3 bilh&o
em 2013. Os probidticos sao utilizados na fabricacdo dos suplementos vendidos em forma
de céapsulas, comprimidos e p6. Suplementos probidticos em forma de cépsula
representaram a maior fatia das vendas, aproximadamente 75% (Agheyisi, 2008).

J& os ingredientes probidticos ocupam apenas 6% dos produtos disponiveis, com um
faturamento de US$ 797,6 milhdes em 2008 e estimativa de US$ 917 milhes para 2013. Os
ingredientes compreendem as cepas com propriedades probiéticas que sédo vendidas por
empresas desenvolvedoras para companhias alimenticias como, por exemplo, a
dinamarquesa Danisco, a japonesa Morinage e a sueca BioGaia que fornecem produtos
para Nestlé e Attune. Dentre os géneros das bactérias probiéticas, os Lactobacillus
representam a maior parte das vendas, cerca de 60% em 2007 (Agheyisi, 2008).

O mercado dos probiéticos no Brasil ainda € incipiente, sendo comercializados
alguns produtos alimenticios, como leite fermentado e iogurte, além de alguns produtos
probidticos considerados como farmacéuticos na forma de suplemento alimentar, suspenséo

oral e comprimidos (tabela 2) (Oliveira et al., 2002).

Tabela 2 - Principais produtos contendo microrganismos probiéticos comercializados no Brasil.

Categoria do Produto Produto Produtor Probidticos
Yakult Yakult L. casei cepa Shirota
Leite Fermentado Chamyto Nestlé L. johnsonii
L. helveticus
Leite Fermentado Parmalat | L. casei
Parmalat B. lactis
L. acidophilus
Vigor Club Vigor L. casei
L. acidophilus
Leite Fermentado Batavito Batavo L. casei
Aromatizado LC1 Active Nestlé S. thermophilus
L. bulgaricus
L. acidophilus NCC 208
logurte Biofibras Batavo B. lactis
logurte L. acidophilus
Diatalact Parmalat | B. lactis
L. acidophilus
Suplemento Alimentar Biotura Chr. B. lactis
Hansen L. acidophilus
Suspenséo Oral Leiba Unido L. acidophilus
Quimica
Comprimidos Floratil Merck Saccharomyces
boulardii

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2002.
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1.3 O GENERO Lactobacillus

O género Lactobacillus compreende um grupo grande e heterogéneo de
microrganismos em forma de cocobacilos ou bastonetes, de baixo conteudo G+C, Gram
positivo, geralmente catalase negativo, ndo esporulantes e anaerébicos (Bernardeau et al.,
2008). Taxonomicamente, os lactobacilos sdo eubactéricas que pertencem ao filo
Firmicutes, classe Bacill, ordem Lactobacillales, familia Lactobacillaceae (Lebeer,
Vanderleyden e De Keersmaecker, 2008).

O género Lactobacillus apresenta 167 espécies e 27 subespécies, ocupando
diversos nichos em que carboidratos fermentaveis encontram-se disponiveis, como o trato
gastrointestinal e vaginal, a pele e os pulmdes dos animais, além da matéria organica dos
solos e associados aos vegetais (Felis e Dellaglio, 2007). Estdo presentes em muitos tipos
de alimentos como cereais, bebidas fermentadas, queijos e produtos lacteos, carnes e
derivados, dentre outros (Hammes e Hertel, 2006).

Dependendo da capacidade de fermentar os acUcares, os lactobacilos podem ser
divididos em dois grupos: espécies homofermentativas, que convertem acuUcares
principalmente em &cido lactico; e heterofermentativas, que promovem a conversao de
aclcares em acido lactico, acido acético, etanol e CO, (Giraffa, Chanshvili e Widyastuti,
2010).

O fato destas bactérias apresentarem como produto principal do metabolismo o acido
latico, em associacdo com outras caracteristicas do género, faz com que os Lactobacillus
sejam considerados Bactérias do Acido Latico (BAL), bactérias utilizadas desde tempos
imemoriais na confec¢do, processamento e preservacdo de diversos produtos alimenticios
(Cross, 2002).

As bactérias pertencentes ao género Lactobacillus sdo mais frequentemente
empregadas como probibdticos por serem consideradas seguras (GRAS - “generally
recognized as safe”) pela FDA (Food and Drug Administration), pois ndo séo patogénicas e
nem capazes de transmitir os fatores de resisténcia para bactérias patogénicas, o que
dificultaria a cura de infec¢bes, um aspecto importante em relagdo aos riscos da saude
publica e seguranca dos produtos. (Gomes & Malcata, 1999; Oliveira et al., 2002; Santos et
al., 2003). Alguns géneros de BAL como, por exemplo, Enterococcus e Streptococcus,
apresentam alguns patdgenos oportunistas que podem causar eventuais infec¢des
(Salminen et al., 1998).

Além disso, os lactobacilos sdo os principais microrganismos encontrados por todo o
trato gastrointestinal dos suinos, mostrando serem fortes candidatos como probidticos para

estes animais (Rojas, Ascencio e Conway, 2002; Pancheniak, 2005).
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1.4 O GENERO Weissella

Collins e colaboradores (1993), trabalhando com bactérias de salsichas gregas,
perceberam que um grupo de microrganismos isolados apresentava caracteristicas
peculiares que ndo enquadravam em nenhuma classificacéo existente.

Segundo estes autores, em uma identificacdo preliminar por meio de 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 fisiolégicas.

Deste modo, a fim de esclarecer os resultados obtidos, os pesquisadores realizaram
0 sequenciamento do gene 16S de rRNA destas bactérias. As analises dos valores
correspondentes as distancias evolucionarias entre os microorganismos desconhecidos e
grupos de bactérias do acido latico, evidenciaram uma forte relagdo 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 designacdo de espécies de Lactobacillus e Leuconostoc para 0 novo género
Weissella e as inter-relagbes entre os membros deste género e outras bactérias do acido

latico sdo mostradas na tabela 3 e na figura 3, respectivamente.

Tabela 3 - Designacdo de espécies de Lactobacillus e Leuconostoc
para o novo género Weissella.

Antiga Designacao Nova Designacao

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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Figura 3 - Arvore filogenética mostrando as inter-relagdes entre os géneros de bactérias do &cido 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).

O género Weissella pertence a familia Leuconostocaceae, ordem Lactobacillales,
classe Bacilli e filo Firmicutes (Collins et al., 1993). Assim como os lactobacilos, também é
considerado um grupo de bactérias do &cido Ilatico, incluindo microrganismos
heterofermentadores obrigatérios, com formato de cocos ou bastonetes, gram positivo,
catalase negativo, ndo esporulantes, microaeréfilos e geralmente iméveis (Chelo, Zé-Z¢é e
Tenreiro, 2010).

Até o0 momento foram descritas 13 espécies (Fusco et al., 2011), isoladas de fontes
variadas como o solo, vegetais, carnes, peixes, alimentos fermentados, além do trato
gastrointestinal e vaginal humano e de animais (Sirirat, Thosaporn, e Somkiat, 2008; Valerio
et al., 2009). Além disso, alguns trabalhos ja mostraram a possibilidade do desenvolvimento
de probiédticos a partir de representantes deste género, como W. confusa e W. kimchii (Nam
et al., 2002 e Lee, 2005).
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1.5 IDENTIFICAGCAO DE BACTERIAS DO ACIDO LATICO

As bactérias do &cido latico sdo um grupo de microrganismos de grande diversidade
ecoldgica e fenotipica, consequentemente, uma grande diversidade taxondémica pode ser
notada como reflexo destas caracteristicas (figura 3) (Berger et al., 2007). Devido a isto, a
identificacdo destas por métodos fenotipicos é uma tarefa ardua, sendo necessarios, por
exemplo, 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 e colaboradores (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 a utilizacao dos varios testes fenotipicos, técnicas
moleculares tem sido aplicadas com sucesso para analise filogenética, estudo de ecologia
microbiana de ecossistemas e identificacdo de microrganismos dos géneros de BAL
(Floresta, 2003; Lee et al., 2008).

Dentre as abordagens moleculares, a técnica conhecida como ARDRA (analise de
restricdo do DNA ribossémico amplificado), que utiliza-se das caracteristicas dos operons
ribossomais (rrn) € uma das mais recomendadas na determinacdo de géneros de BAL e
espécies de Lactobacillus (Junior, Teixeira e Reis, 2004). De acordo com Nour (1998), os
genes dos operons rrn estdo organizados na seguinte ordem: 5’-16S-ITS1-23S-ITS2-5S-3’
(ITS - sigla em inglés para “espacador interno transcrito”), sendo que a regido ITS 1 pode
apresentar a insercdo de um gene de tRNA-Ala (espacador médio), dos genes tRNA-Ala e
tRNA-lle (espacador longo) ou henhuma insercao (espacador curto) (Magalhaes, Floresta e
Moraes, 2005). Assim, a amplificacdo da regido intergénica dos genes 16S e 23S presentes
no operon rm permite a distingcdo entre os géneros Streptococcus (uma Unica ITS 1),
Enterococcus (duas ITS 1 diferentes), Lactobacilllus/Weissella (cada um com trés ITS 1
diferentes).

Apos esta diferenciacdo, pode-se realizar a digestdo dos amplicons gerados com um
conjunto de enzimas de restricdo para designacdo das espécies (PCR-ARDRA), sendo que
um conjunto de 12 enzimas devem ser usadas distinguir as espécies de Lactobacillus
(Moreira et al., 2005) e 3 para identificar espécies de Weissella (Jang et al., 2002), ou ainda
0s microrganismos podem ser identificados pelo sequenciamento do gene 16S do rRNA
(Viegas, 2008).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A taxa de crescimento € um dos principais indicadores que afetam a rentabilidade da
producdo de carne de porco. Reducdo na taxa de crescimento e no indice de conversao
alimentar pelo animal ir4 resultar em menor rentabilidade, devido a menor producao e
aumento dos custos.

Com a intensificacdo da producdo suinicola os criadores passaram a adotar um
desmame antecipado dos leitBes, visando aumentar o potencial produtivo da matriz (Castro
et al., 2009). Este fator, associado a problemas imunolégicos que também afetam os
animais nesta fase, visto que sua imunidade ainda ndo é completamente efetiva, promovem
a diminuicdo no consumo de alimento, auséncia ou reducdo de ganho de peso e
frequentemente diarréias, morbidez e morte (Pancheniak, 2005; Gheler, 2009).

Os antibioticos e quimioterapicos tradicionalmente usados para o tratamento de
diarréias (como tetraciclina, estreptomicina, neomicina, cloranfenicol e sulfas) mostram-se
ineficazes no controle da disenteria, pois se verifica uma tendéncia a apresentacao de casos
de resisténcia, como consequéncia do uso frequente de alguns principios ativos (Santos et
al., 2003).

Neste sentido, o uso de probidticos na alimentacdo de suinos visando um melhor
desempenho no crescimento e no indice de conversdo alimentar dos animais, sem a
utilizacao dos tradicionais promotores de crescimento, pode ser visto como uma alternativa
eficaz, uma vez que estes permitem a eliminacdo de residuos dos antimicrobianos nas
carcacas, atendendo as exigéncias do mercado para a exportacdo, além de outros

beneficios relevantes, como o controle de diarréia e a imunoestimulacao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Selecionar novas linhagens de bactérias laticas com potencial probiético isoladas de
diferentes mucosas de suinos para possivel uso em suplementacgéo alimentar, promocao de

crescimento ou como adjuvante imune.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Isolar bactérias laticas de amostras de campo coletadas da boca, trato

gastrointestinal e vias aéreas de suinos;

2. ldentificar as espécies de lactobacilos pela amplificacdo e restricdo da regido 16S-
23S do rRNA;

3. Caracterizar as propriedades probidticas dos isolados de suinos: teste de resisténcia
a acido gastrico e a sais biliares, avaliacdo da natureza hidrofébica da superficie celular e

capacidade antagonista contra espécies patogénicas;

4. Selecionar as linhagens com melhores respostas frente aos testes de caracterizacao

probidtica para possivel utilizacdo como aditivo alimentar.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS

As amostras foram coletadas de suinos (Sus domesticus) presentes em uma granja

da empresa Piglandia, localizada no Sitio Boa Vista, municipio de Coimbra, Minas Gerais.
A granja é de ciclo completo, sendo os animais provenientes de cruzamento industrial, onde
as principais racas envolvidas na linhagem macho sdo o Pietrain e Duroc e na linhagem
fémea Large White e Landrace. O desmame € precoce, realizado aos 21 dias, e a racéo
utilizada é composta basicamente com uma parte de milho e soja associados ao premix
(compostos produzidos por empresas de nutricdo com os valores dos complexos vitaminicos
e minerais ja estabelecidos).

Seis leitbes, com aproximadamente 14 dias de vida que n&o receberam outra dieta a
ndo ser o leite materno, foram usados para o isolamento de bactérias laticas do trato
gastrointestinal, nasal e oral. Além disso, foram coletadas amostras da boca e focinho de
duas porcas adultas também isentas de tratamento com antimicrobianos.

Apos a coleta o material experimental foi armazenado a 4°C e transportado para o
Laboratério de Ecologia e Fisiologia de Microrganismos (LEFM), localizado no Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, onde foi realizado o

processamento imediato das amostras.

4.2 ISOLAMENTO DAS BACTERIAS LACTICAS DE SUINOS LACTENTES E ADULTOS

As amostras de fezes, swabs bucais e nasais foram suspensas e homogeneizadas
em funcéo do peso, numa diluicdo 102 em salina tamponada estéril (5,61g NaCl, 1,0g
KH,PO,4, Na,HPO,, 0,11g KCI por litro). As amostras foram diluidas seriadamente e
plaqueadas em meio De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) &gar Merck (56 g/L MRS e 1,5%
agar bacteriolégico Biobras) e incubadas a 37°C em camara de anaerobiose (Forma
Scientific, Marietta, USA) contendo uma atmosfera de 85% de N,, 10% de H, e 5% de CO,,
durante 24 a 48 horas.

Em placas contendo em torno de 100 UFCs, col6nias morfologicamente diferentes
foram isoladas com o auxilio de uma alca de platina e plaqueadas por esgotamento em meio
MRS agar Difco (56g/L MRS e 1,5% agar bacteriolégico Biobras) nas mesmas condi¢fes

anteriores. Uma colbnia deste isolado foi repicada e crescida em 5 mL de MRS caldo Difco.
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4.3 CARACTERIZAGAO MORFOTINTORIAL E FISIOLOGICA DOS MICRORGANISMOS

Os isolados foram submetidos a uma observacdo microscopica apés coloracao de
Gram para caracterizacdo morfotintorial. As bactérias que se apresentaram como Gram
positivo e com formato bacilar foram selecionadas. Os microrganismos selecionados foram

entdo submetidos ao teste de catalase em lamina, utilizando-se H,O, a 30%.

4.4 PURIFICACAO E MANUTENCAO DOS MICRORGANISMOS

Os microrganismos isolados que possuiam as caracteristicas morfotintoriais e
fisiolégicas de interesse (Gram positivo, formato bacilar e catalase negativo), foram
inoculados em 5 mL de MRS caldo (Merck), incubados em camara de anaerobiose, a 37°C
durante 24 a 48 horas, sendo em seguida utilizada uma aliquota de 1 mL adicionada de
glicerol esterilizado (30%) para manutencdo em Deep Freezer a -80°C (Bio Freezer, Forma
Scientific, Marietta, USA).

4.5 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS

A identificacdo molecular das bactérias laticas isoladas de suinos foi realizada no
Laboratério de Genética Molecular de Protozoéarios Parasitas (LGMPP), localizado no

Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

4.5.1 Extracdo de DNA gendmico

O DNA foi extraido de culturas puras de 18 horas crescidas em 10 mL de meio MRS.
Antes da extracdo do DNA gendmico com o kit NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel) as
bactérias foram submetidas a um pré-tratamento, no qual os isolados bacterianos foram
centrifugados, lavados com 1 mL de agua deionizada e ressuspendidos em 1 mL de LiCl 5M
sob agitacdo por uma hora. Depois disto, foi realizada outra centrifugagéo, seguida do

descarte do sobrenadante, lavagem com 1 mL de agua deionizada e o pellet ressuspendido
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em tamp&o TES (50mM de Tris-HCI pH 8.0, 10mM de EDTA e 25mM de Sacarose)
contendo lisozima (10 mg/mL) e mantido a 37°C durante uma hora.

4.5.2 PCR-ARDRA

A identificacdo dos isolados ao nivel de espécie foi realizada a partir da Anélise de
Restricdo do DNA Ribossémico Amplificado (PCR-ARDRA), conforme descrito por Moreira e
colaboradores (2005). O espagador interno transcrito 1 (ITS 1) foi amplificado utilizando-se
um par de iniciadores que se anelam a regides conservadas dos genes 16S e 23S, 16-1A (5’
GAATCGCTAGTAATCG 3’) e 23-1B (5 GGGTTCCCCCAT TCGGA 3’) (Tilsala-Timisjarvi e
Alatossava, 1997).

O programa utilizado para amplificagédo foi: 1 ciclo (95°C por 2 minutos), 35 ciclos
(95°C por 30 segundo, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) e o ultimo ciclo (72°C por 5
minutos). Os amplicons foram digeridos utilizando 12 enzimas de restricdo (Sphl, Ncol,
Nhel, Sspl, Sful, EcoRV, Dral, Vspl, Hincll, EcoRIl, Hindlll e Avrll), sendo em seguida
submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,4%) e visualizados em transiluminador de
UV, apods coloracdo com brometo de etidio. O perfil de digestdo obtido foi comparado com
um perfil de digestao tedrico das sequéncias depositadas no GenBank (Anexo 1).

Os isolados que ndo apresentaram perfil compativel com o existente no Anexo 1
foram encaminhados para sequenciamento no Nucleo de Analise de Genoma e Expressao
Génica (NAGE), localizado no Departamento de Bioquimica e Imunologia da Universidade
Federal de Minas Gerais. Estes isolados tiveram o gene 16S rRNA sequenciado pelo
método de Sanger, utilizando-se um sequenciador automatico MegaBACE™ 1000 (GE
HealthCare). Os primers usados foram o 27F (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) e 1492R
(5 GGTTACCTTGTTACGACTT 3’) (Reysenbach, Longnecker, e Kirshtein, 2000).

4.6 CARACTERIZACAO PROBIOTICA

Todos 0s experimentos para caracterizagdo probittica dos isolados foram realizados
trés vezes independentemente, em triplicata, com excecdo do teste de antagonismo,

conduzido duas vezes em duplicata.
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4.6.1 Reativacdo

Para cada um dos testes de caracterizacao probidtica os isolados estocados a -80°C
foram reativados por meio de duas passagens em meio MRS caldo a partir de um in6culo de
2% (v/v). Em cada uma das passagens os isolados foram mantidos em cé&mara de
anaerobiose por 18 horas a 37°C para o crescimento.

4.6.2 Resisténcia ao suco gastrico

A técnica utilizada foi adaptada de Neumann (1991). As culturas foram distribuidas
em dois microtubos e entdo diluidas 10X em solucéo salina 0,9%, pH 7.0 (controle) e em
suco gastrico artificial (NaCl 2 g.L™", pepsina 3.2 g.L*, pH 2.5). Os microtubos foram
incubados a 37°C por 3h e, posteriormente, foram centrifugados (13000rpm/1minuto), o
sobrenadante descartado e as colbnias ressuspendidas em meio MRS caldo.

A fim de avaliar a viabilidade das células, foram aplicados 200 pL/poco dos inéculos
do controle e das coldnias tratadas com suco gastrico artificial em uma microplaca que foi
incubada em espectrofotdmetro (Microplate Spectrophotometer System SpectraMax 340 -
Molecular Devices) a 37°C. A absorbéancia do cultivo foi determinada pela leitura de ODgonm
a cada 30 minutos, durante 12 horas, e a porcentagem de inibicdo de crescimento foi
calculada utilizando o programa Origin 7.0 pela formula (1-SG/CT) x 100, onde SG e CT
correspondem a area sob a curva de crescimento das bactérias tratadas com suco gastrico

artificial e do controle, respectivamente.

4.6.3 Resisténcia a sais biliares

Para o teste de resisténcia a sais biliares utilizou-se o protocolo estabelecido por
Walker e Gilliland (1993), adaptado para microplacas. Os isolados foram crescidos a uma
ODgoonm de 0,6 e 2% (v/v) inoculados em MRS caldo puro e MRS contendo 0,3% (p/v) de
sais biliares (oxgall). As condi¢Bes de incubacdo da placa, a determinagdo da densidade
Optica do cultivo e o calculo da porcentagem de inibicdo seguiram o0 mesmo procedimento

descrito para o teste de resisténcia ao suco gastrico artificial (item 4.6.2).



25

4.6.4 Hidrofobicidade da superficie celular

A hidrofobicidade da superficie celular dos isolados foi avaliada pelo método de
Adesédo Microbiana a Solventes (MATS — “Microbial Adhesion to Solvents”) (Kos et al.,
2003). Culturas em fase estacionéaria foram centrifugadas (3500rpm/10minutos), lavadas
duas vezes com 1 mL de PBS (137 mM de NaCl, 2.7 mM de KCI, 4.3 mM de Na,HPO, e
1.47 mM de KH,POy,, pH de 7.4) e ressuspendidas em 1 mL de solucdo de KNO; (0,1 M, pH
6,2), sendo a ODgoonm ajustada para valores entre 0,5 e 0,9 (Ao). Posteriormente, 20 L de
xileno foram adicionados a 120 uL da suspenséo bacteriana.

ApOs uma pré-incubagdo de 10 minutos a temperatura ambiente, o sistema de duas
fases foi homogeneizado em vortex por 2 minutos e, em seguida, mantido em repouso
durante 50 minutos. A fase aquosa foi removida e sua absorbancia a 600nm foi medida (A,).
A MATS foi calculada pela porcentagem de bactérias associadas ao xileno de acordo com a
formula: MATS = (1-A,/Ap) x 100.

4.6.5 Atividade antagonista

O ensaio para deteccdo do efeito antagonista dos isolados de suinos foi realizado
pela técnica de difusdo em sobrecamada de &gar, utilizando patdégenos Gram positivo e
negativo: Enterococcus faecalis ATCC 19433, Listeria monocytogenes ATCC 15313,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25723, Salmonella entérica
sorovar typhimurium ATCC 14028, e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853.

As cepas patogénicas utilizadas como reveladoras foram ativadas com in6culo de
2% (v/v) em caldo BHI (“Brain Heart Infusion” — Acumedia) e crescidas em aerobiose a 37°C
por 24 horas, com excec¢do da bactéria Listeria monocytogenes que foi ativada em meio
TSB (“Trypticase Soy Broth” — Acumedia) suplementado com 0,5% levedura (p/v) e crescida
a 28°C.

As placas contendo a4gar MRS 1,5% foram preparadas e armazenadas 24 horas a
4°C e, em seguida, incubadas durante 12 horas a 37°C. Os isolados foram reativados (item
4.6.1) e, passado o periodo de incubagdo das placas, foram feitos spots de 5 pL na
superficie do agar MRS. As placas foram incubadas por um periodo de 24 horas em
anaerobiose a 37°C.

Apobs o periodo de crescimento dos isolados, as placas foram retiradas da camara de

anaerobiose e os isolados expostos ao vapor de cloroférmio (1 mL em papel filtro), por 30



26

minutos, para promover a morte das células. Em seguida, as placas foram abertas, por 40
minutos, para evaporagdo do cloroférmio residual e uma sobrecamada de meio contendo
agar semi-sélido (0,75%), previamente inoculado com as amostras reveladoras, foi vertida
sobre a placa.

Posteriormente, as placas foram incubadas em condi¢cdes especificas para o
crescimento de cada uma das bactérias patogénicas e o halo de inibicdo formado ao redor
do spot foi medido com o auxilio de um paquimetro digital, a fim de determinar a capacidade

antagonista dos isolados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO MORFOFISIOLOGICA

Cingquenta e seis isolados bacterianos foram obtidos das amostras de boca, focinho e
fezes de oito suinos e submetidos a coloracdo de Gram e prova de catalase. Dez
microrganismos se apresentaram como Gram negativo e seis como catalase positivo, sendo
estes retirados do pool de amostras por ndo estarem em conformidade com as
caracteristicas fenotipicas de bactérias laticas (Bernardeau et al., 2008). Assim,
permaneceram 40 isolados, dos quais 17 referentes a boca, 13 ao focinho e 10 as fezes dos

suinos, como mostra a tabela 4.

Tabela 4 - Bactérias Gram positivo e catalase negativo isoladas de boca,
focinho e fezes de suinos.

Focinho

2BA 2BBI 1ABH1 | 1ANG4 1ANN4 1AFZ 2CFR1

2BB 2BBK 1ABK1 | 1ANH4 2ANR 1AFA1 2CFS1

2BC 2BBL 1ABL1 1ANI4 2ANS 1AFB1 2CFT1

2BD 1BM : 1ANJ4 2ANT

1AFEL
2BE  1BN | 1ANKA  2ANW | 2BFMI
2BF  1BP | IANL4  2ANX | 2BFP1
2BBG 2CBG1 | 1ANMA4 2CFQ1

5.2 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS

Ha um consenso na comunidade cientifica de que métodos fenotipicos ndo sdo
suficientes para permitir uma classificacdo acurada ao nivel de espécie das bactérias do
acido latico (Klein et al., 1998; Tannock, 1999; Saarela, 2000; Oliveira et al., 2002). Portanto,
os isolados pré-selecionados pela caracterizagdo morfofisiolégica foram submetidos a
identificacdo molecular por PCR dos espacadores 16S-23S, o qual evidenciou a presenca

de quatro géneros de BAL: Streptococcus, Enterococcus e Lactobacillus/Weissella (figura 4).



Figura 4 - Identificac@o dos isolados bacterianos de suinos por PCR 16S-23S.

Strep: Streptococcus. Entc: Enterococcus. Lact: Lactobacillus/Weissella. (+) Controle positivo.
(-) Controle negativo.* isolados com baixo rendimento na obtencdo do DNA genbémico.

As bandas localizam-se entre 500 e 750 pb.
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A distincdo destes géneros é possivel devido as duplicacdes e insercdes de
sequéncia presentes no espacador interno transcrito 1 (ITS 1) da regido 16S-23S do rRNA
(Nour, 1998; Magalhdes, Floresta e Moraes, 2005). Os Streptococcus spp. apresentam
apenas uma destas regides, os Enterococcus spp. possuem dois espacadores diferentes e
as espécies de Lactobacillus e Weissella mostram trés ITS 1 distintas. Assim, como
demonstrado na figura 4, dos 40 isolados, a principio, 8 sdo Streptococcus, 5 Enterococcus
e 24 Lactobacillus/Weissella.

As amostras pertencentes ao grupo Lactobacillus/Weissella tiveram seus amplicons
tratados com doze enzimas de restricdo (item 4.5.2 metodologia), e o perfil obtido foi
comparado com um perfil de digestédo tedrico (Anexo 1), a fim de identifica-los ao nivel de
espécie (Moreira et al., 2005).

A digestdo enzimatica mostrou seis espécies de lactobacilos (L. acidophilus, L.
brevis, L. murinus, L. plantarum A, L. paraplantarum/pentosus/plantarum B e L. reuteri B) e
trés grupos que ndo apresentaram perfis de restricdo compativeis com o perfil tedrico
analisado (denominados LAB 1 a 3) (figuras 5 e 6), que foram encaminhados para o
sequenciamento do gene 16S do rRNA no Nucleo de Analise de Genoma e Expressao
Génica (NAGE/UFMG). Além disso, trés isolados nao foram identificados devido ao baixo
rendimento na obtencdo do DNA gendmico (2CFS1, 1ABK1, 1ABL1).

As sequéncias obtidas pelo sequenciamento foram comparadas com sequéncias
depositadas no banco de dados do GenBank utilizando o algoritmo BLAST (Apéndice A). A
analise demonstrou que os isolados descritos como LAB 1 (2BA, 2BB, 2BC, 2BD, 2BE, 2BF,
1ABH1 e 2ANX) e LAB 2 (2BBI), apesar de apresentarem perfis de restricdo diferentes
(figura 5) sé@o pertencentes a mesma espécie, identificada como Weissella
paramesenteroides. Ja os isolados LAB 3 (2BBL, 1BM e 1BN) foram identificados como
Weissella cibaria. A relacdo dos isolados e sua respectiva identificacdo encontra-se na
tabela 5.

A espécie mais frequente, considerando-se todos os isolados, foi Weissella
paramesenteroides, com 30% de abundancia, seguida pelos Streptococcus spp. com 22%
(figura 6). Em relacdo aos nichos de isolamento, observou-se o predominio das espécies de
Weissella paramesenteroides na boca, dos Streptococcus spp. nas fezes e nenhuma

espécie se destacou quando comparada as demais no focinho.
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Figura 5 - Perfis de restricdo dos isolados de suinos pertencentes ao grupo Lactobacillus/Weissella

obtidos por PCR-ARDRA (16S-23S). (A) L. acidophilus, (B) L. brevis, (C) L. murinus, (D) L. plantarum
A, (E) L. paraplantarum/pentosus/plantarum B e (F) L. reuteri B, (G) LAB 3, (H) LAB 2, (I) LAB 1.

As enzimas (1 a 12) séo apresentadas no anexo 1.



Tabela 5 - Identificagdo das espécies bacterianas isoladas de suinos.

ISOLADO

2BA

2BB

2BC

2BD

2BE

2BF

2BBG

2BBI

2BBK

2BBL

1BM

1BN

1BP

2CBG1

1ABH1

1ABK1

1ABL1

1ANG4

1ANHA4

1ANI4

* ndo determinado devido ao baixo rendimento na obtencdo do DNA genémico.

LOCAL

Boca

Boca

Boca

Boca

Boca

Boca

Boca

Boca

Boca

Boca

Boca

Boca

Boca

Boca

Boca

Boca

Boca

Focinho

Focinho

Focinho

ESPECIE
W. paramesenteroides
W. paramesenteroides
W. paramesenteroides
W. paramesenteroides

W. paramesenteroides

W. paramesenteroides

L. plantarum A
W. paramesenteroides
Enterococcus sp.
W. cibaria
W. cibaria
W. cibaria
Enterococcus sp.
L. plantarum A
W. paramesenteroides
N&o determinado*

Nao determinado*

L. plantarum B/ pentosus/

paraplantarum
L. acidophilus

Enterococcus sp.

ISOLADO
1ANJ4
1ANK4
1ANL4
1ANM4

1ANN4

2ANR

2ANS
2ANT
2ANW
2ANX
1AFZ
1AFAl
1AFB1
1AFE1
2BFM1
2BFP1

2CFQ1

2CFR1

2CFS1

2CFT1
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Figura 6 - Abundancia de espécies isoladas de suinos.

5.3 CARACTERIZACAO PROBIOTICA

A caracterizacao probidtica constou da determinacdo das propriedades funcionais in
vitro dos isolados de suinos pertencentes aos géneros Lactobacillus e Weissella, pelo fato
destes microrganismos ja estarem descritos na literatura como probiéticos efetivos (Nam et
al., 2002 e Lee, 2005; De Keersmaecker et al., 2006; Pridmore et al., 2008; Todorov, 2009;

Rivera-Espinoza e Gallardo-Navarro, 2010).

5.3.1 Resisténcia ao suco gastrico

A primeira barreira fisiolégica do organismo a entrada das bactérias no intestino € o
suco gastrico secretado no estobmago (Morelli et al., 2000). Nos suinos, a secre¢do do acido
cloridrico inicia-se por volta dos oito dias e o pH do estdmago varia de aproximadamente
2,80 a 4,20 dependendo da idade do animal, sendo o tempo de contato do alimento com as
condi¢cbes de acidez em torno de 3 horas (Martins et al., 2006).

Desta forma, a fim de analisar a resisténcia dos isolados de suinos ao acido gastrico,
estes microrganismos foram expostos ao suco gastrico artificial pH 2,5 por 3 horas e o

crescimento em MRS dos microrganismos tratados acompanhado durante 18 horas . Os
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dados foram plotados em graficos e a porcentagem de inibicdo calculada pela diferenca da
area sob a curva de crescimento gerada do controle em relagdo as bactérias tratadas com
suco gastrico (tabela 6). Os gréficos referentes a cinética de crescimento sao apresentados
no Apéndice B.

Tabela 6 - Porcentagem de inibicdo dos isolados bacterianos de suinos na presenca de suco
gastrico artificial.

ISOLADO INIBICAO (%) ISOLADO INIBICAO (%)

W. paramesenteroides 2BA 100 W. paramesenteroides 1ABH1 100

W. paramesenteroides 2BB 100 L. plantarum B/ pentosus/ 100
paraplantarum 1ANG4

W. paramesenteroides 2BC 99,66 L. acidophilus 1ANH4 7,49

W. paramesenteroides 2BD 99,41 W. paramesenteroides 1ANJ4 99,18

W. paramesenteroides 2BE 100 W. paramesenteroides 1ANK4 0

W. paramesenteroides 2BF 100 L. acidophilus 1ANL4 93,76

L. plantarum A 2BBG 30 L. plantarum B/ pentosus/ 100
paraplantarum 2ANR

W. paramesenteroides 2BBI 96,51 L. brevis 2ANS 72,81

W. cibaria 2BBL 27,89 L. brevis 2ANW 92,49

W. cibaria 1BM 56,80 W. paramesenteroides 2ANX 100

W. cibaria 1BN 92,88 L. reuteri B 1AFZ 86,13

L. plantarum A 2CBG1 0 L. murinus 1AFA1 100

Como pode ser observado na tabela 6, a exposi¢cdo dos isolados ao suco gastrico
artificial mostrou ser um fator altamente discriminatério, com dezessete isolados (70,83%)
sendo fortemente inibidos (inbicdo = 75%), cinco isolados (20,83%) com baixas taxas de
inibicdo (< 50%) e apenas duas cepas (8,33%) mostrando certa tolerancia as condicdes
testadas (inibicdo entre 50 e 75%).

A origem intestinal tem sido relatada como um critério relevante para a selecdo de
linhagens probiéticas, pois é esperado um melhor funcinamento das cepas em um ambiente
semelhante aquele em que ela foi isolada (Morelli, 2000; Saarela, 2000). Entretanto,
observando os isolados de fezes Lactobacillus murinus 1AFALl e Lactobacillus reuteri B
1AFZ, nota-se que este fato ndo deve ser generalizado, uma vez que estas duas cepas
mostraram-se sensiveis ao suco gastrico artificial e provavelmente ndo sobreviveriam ao

transito gastrointestinal.
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Além disso, experimentos tém demonstrado que linhagens de BAL geralmente sdo
tolerantes as condi¢Bes acidas em estudos in vitro (Du Toit et al., 1998; Jacobsen et al.,
1999; De Angelis et al., 2006; Lin et al., 2007; Mirlohi et al., 2009). Mais uma vez, observa-
se que esta caracteristica apresenta suas excecdes, ja que ha evidente variabilidade entre
as cepas probidticas aqui estudadas.

Guo e colaboradores (2010), triando lactobacilos isolados das fezes e intestino de
leitdes, para aplicagdo como probidtico, observaram significativa inibicdo de crescimento dos
microrganismos frente ao desafio com suco gastrico artificial. Estes autores acreditam que a
baixa resisténcia de bactérias probiéticas frequentemente constatada € consequéncia das
condi¢cdes extremas utilizadas para simular o ambiente gastrico, sendo muitas vezes usados
valores de pH inferiores e tempo de exposi¢cdo superiores aos encontrados in vivo

Além disso, Ruiz-Moyano e colaboradores (2008), analisando bactérias laticas
isoladas de suinos em condi¢cdes de acidez semelhantes as empregadas neste trabalho,

registraram resultados equivalentes, com apenas 16,34% de isolados acido-tolerantes.

5.3.2 Resisténcia aos sais biliares

A bile é um importante componente antimicrobiano do sistema digestivo formada por
varias substancias, dentre as quais se destacam os sais biliares que sdo moléculas capazes
de promover danos na membrana e na estrutura do DNA bacteriano (Merritt e Donaldson,
2009). Portanto, a tolerancia a estes compostos é fundamental para sobrevivéncia do
probidtico no trato gastrointestinal (Lebeer, Vanderleyden, e De Keersmaecker, 2008).

Gilliland, Staley e Bush (1984) descreveram gue para uma bactéria ser considerada
resistente a bile ela deve atingir uma absorbancia de 0,3 apds seis horas de incubacdo com
0,3% de sais biliares (oxgall). Utilizando-se deste pardmetro, curvas de crescimento dos
isolados na presenca (MRS + 0,3% oxgall) e auséncia de sais biliares (MRS puro) foram
avaliadas e os isolados bacterianos suinos classificados como resistentes, tolerantes ou
sensiveis. Os gréficos referentes a cinética de crescimento sdo apresentados no Apéndice C
e a classificacdo dos isolados € mostrada na tabela 7.

Baseando-se na proposta dos autores citados, a maioria dos isolados analisados sao
considerados tolerantes aos sais biliares (66,66%), sendo que uma parcela menor é
sensivel (12,5%) e alguns se apresentaram resistente (20,83%).

Dentre as seis espécies resistentes, a Weissella paramesenteroides 1ANK4 teve
melhor crescimento, alcangando uma absorbancia de 0,6 em seis horas de incubacdo com

um crescimento rapido e gradativo. J& os isolados tolerantes ndo atingiram um valor de OD



35

0,3 no tempo determinado, entretanto, apresentaram crescimento na presenca dos sais
biliares, diferentemente dos microrganismos sensiveis, que tiveram o0 crescimento

praticamente inibido (Apéndice C).

Tabela 7 - Classificagdo dos isolados bacterianos de suinos quanto a tolerancia aos sais biliares.

ISOLADO CLASSIFICAQAO1 ISOLADO CLASSIFICAQAO1

W. paramesenteroides 2BA Tolerante W. paramesenteroides 1ABH1 Tolerante
W. paramesenteroides 2BB Tolerante L'pg;ngla; :tr;]rl?r;pleglt\?éjy Tolerante
W. paramesenteroides 2BC Tolerante L. acidophilus 1ANH4 Resistente
W. paramesenteroides 2BD Tolerante W. paramesenteroides 1ANJ4 Tolerante
W. paramesenteroides 2BE Tolerante W. paramesenteroides 1ANK4 Resistente
W. paramesenteroides 2BF Tolerante L. acidophilus 1ANL4 Tolerante
L. plantarum A 2BBG Tolerante = S;?Z:j;igiﬁ?:ﬁ?y Tolerante
W. paramesenteroides 2BBI Sensivel L. brevis 2ANS Resistente
W. cibaria 2BBL Sensivel L. brevis 2ANW Tolerante

W. cibaria 1BM Resistente W. paramesenteroides 2ANX Tolerante

W. cibaria 1BN Sensivel L. reuteri B 1AFZ Tolerante

L. plantarum A 2CBG1 Resistente L. murinus 1AFA1 Tolerante

" A classificacéo foi baseada na observacéo da absorbancia apds seis horas de incubacéo.

Durante a realizacdo dos testes, observou-se a ocorréncia de uma relacdo direta
entre a quantidade de microrganismos presentes no indculo inicial utilizado no experimento
e a velocidade com que a cultura atinge a absorbancia 0,3. Quanto maior o nimero de
bactérias presentes inicialmente na cultura analisada, maior a absorbancia alcancada em
seis horas de incubagéo. Portanto, existe uma necessidade de padronizacdo do in6culo, fato
gue nao é notado em trabalhos (Jacobsen et al., 1999; Ruiz-Moyano et al., 2008; Mirlohi et
al., 2009) que aplicaram a metodologia proposta por Gilliland e colaboradores (1984). Deste
modo, pode haver uma variagdo na interpretacdo dos resultados relativa a classificacdo dos
isolados quanto a sua capacidade de sobreviver na presenca de sais biliares.

Em virtude deste problema, neste estudo optou-se por uma metodologia alternativa,
onde a interpretacdo das curvas de crescimento ndo é baseada na capacidade de uma
linhagem atingir uma absorbancia especifica em determinado tempo e sim na area formada

sob as curvas (idem 4.6.3 metodologia). Os resultados sdo apresentados na tabela 8.
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Tabela 8 - Porcentagem de inibi¢cdo dos isolados bacterianos de suinos na presenca de sais biliares.

ISOLADO INIBICAO (%) ISOLADO INIBICAO (%)*

W. paramesenteroides 2BA 68,27 W. paramesenteroides 1ABH1 64,74
W. paramesenteroides 2BB 71,81 L'pg;nglaar :tr;]rl?r;pleglt\? élf/ 45,96
W. paramesenteroides 2BC 63,31 L. acidophilus 1ANH4 29,37
W. paramesenteroides 2BD 65,42 W. paramesenteroides 1ANJ4 33,49
W. paramesenteroides 2BE 73,03 W. paramesenteroides 1ANK4 27,56
W. paramesenteroides 2BF 54,94 L. acidophilus 1ANL4 66,42
L. plantarum A 2BBG 57,12 L S:::\E;Eri/n??:;?y 50,05
W. paramesenteroides 2BBI 93,00 L. brevis 2ANS 36,75
W. cibaria 2BBL 100 L. brevis 2ANW 47.80

W. cibaria 1BM 33,63 W. paramesenteroides 2ANX 77,27

W. cibaria 1BN 94 .48 L. reuteri B 1AFZ 59,13

L. plantarum A 2CBG1 28,38 L. murinus 1AFA1 15,65

" O célculo da porcentagem de inibicéo foi baseado na &rea sob a curva de crescimento na presenca
e auséncia de oxgall 0,3%.

Observam-se quatro isolados (16,67%) com alta sensibilidade aos sais biliares
(inibicdo = 75%), treze (54,16%) sendo inibidos de forma moderada (entre 40 e 75%) e sete
linhagens (29,17%) que praticamente ndo foram inibidas pelas condicBes analisadas
(inibicdo < 40%).

A andlise das curvas de crescimento dos isolados (Apéndice C) demonstra que os
dados expostos na tabela 8 refletem de maneira mais fidedigna os resultados obtidos do que
a classificacdo apresentada na tabela 7. Como exemplo, observa-se o isolado Lactobacillus
murinus 1AFAL que ndo é classificado como resistente na tabela 7 (por ndo atingir OD g20nm
0,3 em seis horas), entretanto, sua inibicdo calculada pela area sob a curva é de apenas
15% e ainda, em determinado momento, este isolado apresenta um crescimento superior na
presenca de oxgall em relacdo ao controle, revelando sua resisténcia aos sais biliares
(figura 7).

Na literatura, varios trabalhos apontam que o atraso detectado na curva de
crescimento de bactérias do acido latico desafiados com oxgall é dependente da linhagem e
nao da espécie (Jacobsen et al, 1999; Mirlohi et al, 2000; Ruiz-Moyano et al., 2008;
Mangoni, 2009). Esta afirmacéo pode ser notada nos dados disponiveis neste estudo, onde

microrganismos da mesma espécie demonstram comportamento diferente frente ao desafio
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com oxgall como, por exemplo, as espécies de Weissella cibaria que apresentaram
linhagens sensiveis (2BBL e 1BN) e resistente (1BM) e Weissella paramesenteroides que
demonstrou alta variabilidade entre suas linhagens.

Além disso, assim como constatado por Ruiz-Moyano e colaboradores (2008), as
linhagens com melhor desempenho no teste de &cidos (item anterior) foram as que

mostraram boa sobrevivéncia na presenca de sais biliares.

0,6 1 —@=L. murinus 1AFA1 - CT
L. murinus 1AFA1 - SB

04 - M

0,3 -

OD 620 nm

0,1 -

O A - - - S T T T T T T T T T T T T T 1

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Tempo (h)

Figura 7 - Curva de crescimento do isolado Lactobacillus murinus 1AFAL.

Observar que apesar de ndo ser classificado como resistente na tabela 7 (por ndo atingir OD g20nm
0,3 em seis horas), o isolado apresenta étimo crescimento na presenca de sais biliares, com
inibicdo de apenas 15% quando calculada a area sob a curva.

CT: crescimento na auséncia de oxgall 0,3%. SB: crescimento na presenca de oxgall 0,3

5.3.3 Hidrofobicidade da parede celular

A hidrofobicidade da superficie bacteriana € uma caracteristica apontada como um
importante indicador do potencial de adesdo do microrganismo ao epitélio intestinal (Bellon-
Fontaine, Rault e Oss, 1996; Pelletier et al., 1997). De acordo com Kos e colaboradores
(2003) superficies hidrofébicas possuem maior capacidade de adesdo quando comparadas
a superficies hidrofilicas.

Avaliar a capacidade de adesdo das bactérias laticas a parede intestinal constitui
uma etapa fundamental no processo de selecdo de cepas probioticas, uma vez que a
fixacdo da bactéria & mucosa do intestino impede sua eliminagé@o pelo peristaltismo e pelas
correntes de fluidos (Turner, Dritz e Minton, 2001; Tahmourespour et al., 2008).

Neste trabalho, avaliou-se a hidrofobicidade da superficie celular dos isolados pelo
teste de Adesdo Microbiana a Solventes (MATS), sendo utilizado o hidrocarboneto xileno

como solvente (Pelletier et al., 1997; Kos et al., 2003). Os isolados foram classificados em
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altamente hidrofébicos (MATS = 70%), moderadamente hidrofébicos (70% < MATS = 50%)
ou pouco hidrofébicos (MATS < 50%) (Nostro et al., 2003; Tahmourespour et al., 2008). Os
resultados sdo apresentados na tabela 9.

Tabela 9 - Teste de Adesé&o dos Microrganismos a solventes (MATS).

ISOLADO MATS (%) ISOLADO MATS (%)*

W. paramesenteroides 2BA 46.32 W. paramesenteroides 1ABH1 49.67
W. paramesenteroides 2BB 45,55 L.pg;nglaz;:tr;]rfr;pleglt\?éjy 47 .42
W. paramesenteroides 2BC 45.65 L. acidophilus 1ANH4 75.35
W. paramesenteroides 2BD 62.59 W. paramesenteroides 1ANJ4 51.82
W. paramesenteroides 2BE 47.35 W. paramesenteroides 1ANK4 72.93
W. paramesenteroides 2BF 45.65 L. acidophilus 1ANL4 85.41
L. plantarum A 2BBG 48.70 L Sggﬁ;ﬂgiﬁ;ﬁﬁ?y 45.98
W. paramesenteroides 2BBI 63.26 L. brevis 2ANS 72.65
W. cibaria 2BBL 43.01 L. brevis 2ANW 98.66

W. cibaria 1BM 43.59 W. paramesenteroides 2ANX 44.56

W. cibaria 1BN 57.93 L. reuteri B 1AFZ 54.49

L. plantarum A 2CBG1 44.65 L. murinus 1AFA1 71.28

1 0 valor de MATS foi calculado pela porcentagem de adesdo dos isolados ao hidrocarboneto
xileno.

Observou-se uma predominancia de microrganismos pouco hidrofébicos (54,17%),
sendo que o isolado Weissella cibara 2BBL foi o que demonstrou menor capacidade de
ligacdo ao solvente (MATS = 43,01%). Isolados altamente e moderadamente hidrofébicos
corresponderam a 25% e 20,83%, respectivamente. O Lactobacillus brevis 2ANW teve a
maior porcentagem de hidrofobicidade (MATS = 98,66%), seguido pelo L. acidophilus
1ANL4 (MATS = 85,41%).

Pelletier e colaboradores (1997), investigando a hidrofobicidade da superficie celular
de oito linhagens de Lactobacillus de trés diferentes espécies, relataram que a natureza
hidrofilica destes microrganismos, independentemente da espécie, é frequentemente
encontrada. Este fato é corroborado em parte por este trabalho, como pode ser notado pelas
duas cepas de cada uma das espécies de Lactobacillus plantarum A e Lactobacillus
plantarum B/pentosus/paraplantarum que apresentaram comportamento hidrofilico.

Entretanto, duas diferentes espécies de lactobacilos isolados (L. acidophilus, L. brevis)
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apresentaram comportamento hidrofébico entre suas linhagens, contrastando com a

afirmacéo dos autores (tabela 10).

5.3.4 Atividade antagonista

A inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas é uma das principais
propriedades desejaveis para linhagens probitticas de bactérias do acido latico (Lin et al.,
2007; Guo et al., 2010).

Na técnica de difusdo em sobrecamada de &gar, utilizada neste trabalho para
verificar a capacidade antagonista dos isolados, as culturas probio6ticas sédo separadas dos
microrganismos indicadores por uma camada de agar semi-solido que impede o contato
direto entre elas. Desta forma, é possivel avaliar a producéo de substancias extracelulares e
difusiveis, uma vez que o composto gerado deve difundir-se no agar para exercer seu efeito
sobre as bactérias patogénicas (Gonzalez et al., 1993 apud Pereira e Gémez, 2007).

As figuras 8 e 9 apresentam o0s resultados referentes ao antagonismo dos vinte e
guatro isolados frente as bactérias Gram positivo (Enterococcus faecalis ATCC 19433,
Listeria monocytogenes ATCC 15313 e Staphylococcus aureus ATCC 29213) e Gram
negativo (Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853, Escherichia coli ATCC 25723 e
Salmonella enterica ATCC 14028), respectivamente.

Todos isolados estudados apresentaram a formacéo de halos de inibicdo contra ao
menos cinco dos seis patdgenos analisados, sendo que dezoito (75%) mostraram
capacidade antibacteriana contra todas as cepas indicadoras. Este resultado € semelhante
ao encontrado em outros trabalhos (Martins et al., 2006; Lin et al., 2007; Guo et al., 2010)
gue demonstraram amplo espectro de inibicdo de Lactobacillus isolados de suinos contra
bactérias de géneros diferentes.

Frente as bactérias Gram positivo (figura 8), trés isolados (Weissella
paramesenteroides 2BBI, Weissella cibaria 1BN e L. acidophilus 1ANH4) foram incapazes
de inibir o crescimento de L. monocytogenes e o isolado L. murinus 1AFA1 ndo demonstrou
atividade antagonista contra E. faecalis, o qual apresentou os menores halos, assim como
detectado no trabalho de Martins e colaboradores (2006). O indicador S. aureus, como
visualizado em outros trabalhos, foi o patégeno mais inibido pelos isolados testados (Tsai et
al., 2001; De Angelis et al., 2006; Bao et al., 2010).

Ja em relagd@o aos patdgenos Gram negativo (figura 9), a espécie menos sensivel a
atividade antagonista foi P. aeruginosa com o raio da zona de inibicdo variando de zero
(Weissella paramesenteroides 1ANJ4 e 1ANK4) a 15,7mm (Lactobacillus reuteri B 1AFZ).
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As reveladoras E. coli e S. enterica, apontadas como patégenos de maior impacto sobre a
suinocultura moderna, foram fortemente inibidas, como jA& demonstrado em experimentos
utilizando estes microrganismos indicadores (Tsai et al., 2001; Martins et al., 2006; Klose et
al., 2010).
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Figura 8 - Atividade antagonista dos isolados bacterianos de suinos contra patégenos Gram positivos.
Enterococcus faecalis ATCC 19433, Listeria monocytogenes ATCC 15313 e Staphylococcus aureus ATCC
29213. ATCC: American Type Culture Collection
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Figura 9 - Atividade antagonista dos isolados bacterianos de suinos contra patégenos Gram negativos.
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853, Escherichia coli ATCC 25723 e Salmonella enterica ATCC 14028.
ATCC: American Type Culture Collection
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5.4 CRITERIOS DE SELECAO

Muitos aspectos devem ser considerados quando se pretende selecionar cepas com
propriedades probiéticas para o desenvolvimento de um produto comercial. Boas
caracteristicas funcionais e biotecnolégicas sdo o0s principais critérios analisados nas
linhagens com finalidade industrial (Saarela et al., 2000; Turner, Dritz e Minton, 2001;
Murarolli, 2008; Sumita, 2007; Oelschlaeger, 2010).

Estudos de caracterizacao in vitro tém sido amplamente empregados no processo de
selecdo preliminar de cepas probidticas, sendo relevantes para observacdo do
comportamento especifico de cada linhagem (Morelli, 2000; FAO/WHO, 2002; Mirlohi,
2009). Deste modo, os critérios utilizados neste trabalho para selecdo de estirpes
probiéticas foram baseados na avaliacdo in vitro dos aspectos funcionais de isolados
bacterianos de suinos, como a tolerancia ao suco gastrico e aos sais biliares, o potencial de
colonizacdo do TGl e a inibicdo de bactérias potencialmente patogénicas para o hospedeiro.

Todas as cepas foram testadas, independente do seu desempenho nos ensaios
paralelos, visando imparcialidade dos resultados, bem como, contribuir para o conhecimento
comportamental de cada linhagem dentro das condi¢cbes avaliadas. A sintese dos resultados
obtidos é apresentada na tabela 10.

Os isolados L. acidophilus 1ANH4 e Weissella paramesenteroides 1ANK4 cumpriram
plenamente o0s requisitos estabelecidos nos teste de caracterizacdo de linhagens
probioticas, apresentando resisténcia ao suco gastrico, tolerancia aos sais biliares, alta
hidrofobicidade da parede celular, além de um amplo antagonismo contra patégenos. Deste
modo, estes isolados demonstram potencial para serem utilizados como suplementos
alimentares para suinos, podendo ser administrados por via oral, uma vez que resistem as
condicBes adversas do TGI.

A linhagem L. plantarum A 2CBG1 no teste de associagdo ao xileno obteve um valor
abaixo da média necessaria e, portanto, provavelmente ndo conseguiria se aderir as células
intestinais. Entretanto, esta cepa demonstrou alta taxa de inibicdo a bactérias patogénicas,
além de alta eficiéncia nos testes de resisténcias as condicdes necessdrias a passagem
pelo transito Gl, o que revela uma promissora capacidade probidtica. Esta linhagem deve
ser testada quanto a sua propriedade de estimular a resposta imune do hospedeiro, pois

caso apresente uma resposta significativa, seria interessante sua utilizacao.
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Tabela 10 - Sintese dos resultados de caracterizacao probidtica dos isolados de suinos.

Isolado Local de Identificag&o Inibigé}o em Ini_bigé_lq em MATS Antagonismo
Isolamento Suco Géstrico | Sais Biliares

2BA Boca Weissella paramesenteroides 100% 68,27% 46.32% ++++++
2BB Boca Weissella paramesenteroides 100% 71,81% 45.55% ++++++
2BC Boca Weissella paramesenteroides 99,66% 63,31% 45.65% ++++++
2BD Boca Weissella paramesenteroides 99,41% 65,42% 62.59% ++++++
2BE Boca Weissella paramesenteroides 100% 73,03% 47.35% ++++++
2BF Boca Weissella paramesenteroides 100% 54,94% 45.65% ++++++
2BBG Boca Lactobacillus plantarum A 30% 57,12% 48.70% ++++++
2BBI Boca Weissella paramesenteroides 96,51% 93,00% 63.26% +-++++
2BBL Boca Weissella cibaria 27,89% 100% 43.01% ++++++
1BM Boca Weissella cibaria 56,80% 33,63% 43.59% ++++++
1BN Boca Weissella cibaria 92,88% 94,48% 57.93% +-++++

2CBG1 Boca Lactobacillus plantarum A 0% 28,38% 44.65% 3F AR 4F AR AF P

1ABH1 Boca Weissella paramesenteroides 100% 64,74% 49.67% ++++++

Lactobacillus plantarum B/

1ANGA Focinho pentosus/ paraplantarum 100% 45,96% 41.42% L

1ANHA4 Focinho Lactobacillus acidophilus 7,49% 29,37% 75.35% +-++++

Focinho Weissella paramesenteroides 99,18% 33,49% 51.82% +++-++

1ANK4 Focinho Weissella paramesenteroides 0% 27,56% 72.93% +++ -+ +

1ANL4 Focinho Lactobacillus acidophilus 93,76% 66,42% 85.41% ++++++

m Focinho Lactobacillus plantarum B/ 100% 50,05% | 45.98% | ++++++
pentosus/ paraplantarum

2ANS Focinho Lactobacillus brevis 72,81% 36,75% 72.65% ++++++

2ANW Focinho Lactobacillus brevis 92,49% 47,80% 98.66% ++++++

Focinho Weissella paramesenteroides 100% 77,27% 44.56% ++++++

Fezes Lactobacillus reuteri B 86,13% 59,13% 54.49% ++++++

1AFAl1 Fezes Lactobacillus murinus 100% 15,65% 71.28% -+ ++++

Linhagem sera selecionada desde que apresente boas propriedades imunomodulatérias.
Linhagens selecionadas que deverdo ser microencapsuladas.
Linhagens que cumpriram plenamente os requisitos.
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Os isolados L. acidophilus 1ANL4, L. brevis 2ANS, L. brevis 2ANW, e L. murinus
1AFA1l mostraram boa capacidade de associacdo ao xileno e atividade antagonista
consideravel, entretanto, ndo responderam satisfatoriamente as condi¢cdes adversas do trato
gastrointestinal, principalmente ao suco gastrico. Estas cinco cepas podem ser utilizadas
como probidticos para administracao oral, desde que sejam encapsuladas em matrizes que
permitam sua sobrevivéncia a estes fatores. A microencapsulacdo de probiéticos em
particulas de alginato de calcio e em polimeros a base de caseina demonstrou ser capaz de
assegurar a viabilidade das bactérias até seu estabelecimento no intestino (Ross, Gusils e
Gonzalez 2008; Heidebach, Forst e Kulozik, 2010).

Finalmente, deve-se salientar que testes envolvendo a alimentacdo de animais
experimentais com 0s microrganismos selecionados sdo necessarios para confirmacédo dos
estudos in vitro. Os métodos aqui descritos oferecem um estudo preliminar para selecao de

cepas de BAL antes dos testes in vivo.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste estudo permitiram a identificacdo de vinte e quatro
isolados dos géneros Lactobacillus e Weissella de diferentes mucosas de suinos, sendo que
destes, sete foram selecionadas como potenciais candidatos a probioticos.

O L. acidophilus 1ANH4 e a Weissella paramesenteroides 1ANK4 apresentaram
todas as caracteristicas funcionais desejaveis, cumprindo todos os requisitos estabelecidos
no processo de selecdo. Os isolados L. acidophilus 1ANL4, L. brevis 2ANS, L. brevis 2ANW,
e L. murinus 1AFA1l podem ser utilizados como probiéticos para administracao oral em
suinos, desde que sejam encapsulados, pois foi constatado que, provavelmente, nao
sobreviveriam durante o transito gastrointestinal. A linhagem L. plantarum A 2CBG1 néo
apresentou uma taxa consideravel de associacdo ao xileno, mas respondeu
satisfatoriamente em todos outros testes, portanto, sera selecionada caso demonstre boa
capacidade imunomodulatéria em testes que serao realizados posteriormente.

Esta caracterizacdo preliminar sera refor¢cada por outros experimentos antes que as
linhagens probiéticas sejam efetivamente empregadas como produtos comerciais. As sete
cepas selecionadas serdo submetidas a outros testes in vitro como o ensaio de adesédo a
células Caco-2, perfil de resisténcia a antibioticos (antibiograma), capacidade de sintese de
peréxido de hidrogénio e determinacdo das propriedades tecnoldgicas, além de testes in
vivo em modelos animais para caracterizacdo da resposta imune e avaliacdo do ganho de

peso.
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ANEXOS

Anexo 1 — Perfis de restricdo esperado para a determinacéo das espécies de lactobacilos.

Sphl  Ncol Nhel Sspl Sful EcoRV  Dral Vspl Hincll EcoRI  HindIIl Avrl IDENTIFICAGAO

+++ ——=  +++  +++ ——= -——- -—- +++ -——= - - - L. agilis

4+ ——— o o - +++ +++ +4- - +4++ -—— L. animalis

+++ _———  —==  —== +-= +++ +++ -——- -——- -——— +++ -——— L. camelliae

TR TR - +++ _ - - +++ ——— - - - L. coleohominis

—___ 4+ N _ ++4 - - —_—— ——— —-——— —-——= —-——— L. delbrueckif

+++ ——-=  ——=  4++  ——— -—- ——— +++ +++ - +++ - L. ferintoshensis

+++ -—=  ——=  +++ - -——- +++ +++ +-- -——— +++ -——— L. fructivorans

- - - - - +++ B —-——= —-——— - +—— +++ L. gasseri

+++ ——=  ——==  4++  ——= -——— -——— +++ -——= -——= +++ -——= L. hilgardii B

___ . o - 4+ S - - - +-—— - L. johnsonii

___ o ___ ___ ___ R +++ - +—= - +++ -—— L. murinus

+++ +++ R [ - -——— -——= +++ - -——= -—= -—= L. panis

4 ___ o ___ ___ R 44 +++ +—= - +++ R L. paralimentarius

+++ ——=  ——=  +++  ——= -—= ———  +++ +++ - - - L. pentosus

+++  -—=  ———=  +++  +—— -——- -——- +++ +++ -——— -——— -——— L. plantarum A

4+ + 4+ —_— _ _ - - +++ +—-= - -——— -——= L. reuteri A

_—— e o 4+ 4+ - +—— - +++ - L. rhamnosus

_—— e o _—— 4+ R - - +++ - L. sakei

+++ ——— 4+t ——= ——= -—- +++ +++ -——- - +++ - L. sanfranciscencis

+ o+ + + 4+ —_— [ [ - - ++ + -—— -—— —-—— -_—— L. Vag/ﬂa//SB

(+) digestdes positivas da regido ITS 1 do gene 16S-23S do rRNA para os espagadores maiores, intermediérios e
menores encontrados em Lactobacillus.



Apéndice A — Alinhamento das sequencias obtidas pelo sequenciamento do gene 16S do

APENDICES

rRNA com as sequencias depositadas GenBank, utilizando o algoritimo BLAST.

Estéo representados um isolado de cada amostra n&o identificada, sendo LAB 1 (isolado

2BA), LAB 2 (isolado 2BBI) e LAB 3 (isolado 2BBL).

>D12 (

) Placal52_Seq 020211 NAGE_LGMPP RunOl Cimarron 3.12 819

54

ACGCTGGCGGCGTGCTAATACCTGCAGTCTGAACGCTTTGTCTTTAACTTGATCTGACGAGCTTGCTCTGATGTGATTTTATC
TGACAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTCTTAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAAGTGCTAATA
CCGTATAATACCAACAACCGCATGGTTGTTGGTTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGACCCGCGGTGCATTAGCT
AGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGG
CCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAA
GGGTTTCGGCTCGTAAAACACTGTTATAAGAGAAGAACGGCACTGAGAGTAACTGTTCAGTGTGTGACGGTATCTTACCAGAA
AGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCG
CAGACGGTTATTTAAGTCTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGAATGGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTGCAGTAG
AGGAAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATTATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGACTGT

TACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGCATTAGATACCCTGGGTTGTCCACACCGTTAACGATTG

gb|FJ405229.1|
Length=1532

Score =
Identit

1434 bits (776), Expect = 0.0

ies

810/825 (99%), Gaps = 8/825 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query

Sbijct

1

17

59

75

119

135

179

239

255

299

315

359

375

419

435

479

539

555

ACGCTGGCGGCGTG-CTAATACCTGC-AGTCTGAACGCTTTGTCTTTAACTTGATCTGAC

Frrrrrrerrrrerrrererr rer reer terrr e e e e et
ACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTC-GAACGCTTTGTCTTTAA-TTGATCTGAC

GAGCTTGCTCTGATGTGATTTTATCTGACAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGG

PErrrrrerrr e rrerrr e e et e et e e e e e e e
GAGCTTGCTCTAATTTGATTTTATCTGACAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGG

GTAACCTACCTCTTAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAAGTGCTAATACCGTATAATACC

FEErrrrrrrrrrrrrrrr et e e et e e e et e e e e e e
GTAACCTACCTCTTAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAAGTGCTAATACCGTATAATACC

AACAACCGCATGGTTGTTGGTTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGACCCGCG

FEEErrrrrrrrrr et et et e e e e e e e e e e e e
AACAACCGCATGGTTGTTGGTTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGACCCGCG

GTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGA

FEEErrrrrrrrrr et et et e e e e e e e e e e e e
GTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGA

GAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGT

FEEErrrrrrrrrrrr e et e et e e e e e e e e et e e
GAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGT

AGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGG

PEEEEErrrrrr et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e
AGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGG

TTTCGGCTCGTAAAACACTGTTATAAGAGAAGAACGGCACTGAGAGTAACTGTTCAGTGT

PEEEEErrrrrr et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e
TTTCGGCTCGTAAAACACTGTTATAAGAGAAGAACGGCACTGAGAGTAACTGT TCAGTGT

GTGACGGTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT

PEETEEErEr et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
GTGACGGTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT

ATGTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGT

PEEEEErr et r et e et e e e e e e e e e e e et e
ATGITCCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACAGT TATTTAAGT

Weissella paramesenteroides strain ZJ9 16S ribosomal RNA gene,

58

74

118

134

178

194

238

254

298

314

358

374

418

434

478

494

538

554

598

614



Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query

Sbijct

>G04 (

599

615

659

675

718

734

778

CTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGAATGGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTG

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerr e et rrrrr et e e e e
CTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGAATGGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTG

CAGTAGAGGAAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT -TATGGAAGAAC

FErrrrrerrrr rrererrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e rrrr e
CAGTAGAGGAAA-GTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAAC

ACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGACTGTTACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTA

Frrrrrrrrrrrreerrrrrrerrrr e trrrrr e et e e e e
ACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGACTGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTA

GCAAACAGGCATTAGATACCCTGGGTTGTCCACACCGTTAACGAT 822

FErrrrrrr rerrrrrrrerr e o rrrrrrrr et
GCAAACAGG-ATTAGATACCCTGG-TAGTCCACACCGTAAACGAT 836

) Placal52_Seq 020211 NAGE_LGMPP RunOl Cimarron 3.12 831

658

674

717

733

777

793

55

CATCTGTCCACTTAGACGGCTGGCTCTAAAAGGTTACCCCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGT
GTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCA
GCCTACAATCCGAACTGAGACATACTTTAAGAGATTAGCGCACCCTCGCGGGTTGGCGACTCGTTGTATATGCCATTGTAGCA
CGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAG
AGTGCCCAACTNAATGCTGGCAACTAATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGA
CGACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGGGAACGTCCTATTTCTAGGATTAGCAAGGGATGTCAAGACCTGGTA
AGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTG
CGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGACACTCAAGGGCGGAAACCCTCGAACATCTAGCACTCATCG
TTTACGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCACACTTTCGAAGCCTCAACGTCAGTTTACAGTCCAGAAAG
CCGGCCTTCGCCACTTGGGTGTCTTCCATATTTTCTACGGCATTTCAACGGTTACACCATGGGAGTTCCACTTTTCCTCTATG

GCAC

gb|FJ405229.1|

partial sequence

Length=
Score =
Identit

1532

1415 bits (766), Expect = 0.0

ies

813/833 (98%), Gaps = 16/833 (1%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query

Sbijct

1

1499

58

1439

118

1379

178

1319

238

1259

298

1199

358

1139

418

1079

CATCTGT-CCA-CTTAGACGGCTGGCT-CTAAAAGGTTACCCCACCGGCTTTGGGTGTTA

FEErrrr rerrrrrrrrert e et trr e e e e e e e e
CATCTGTCCCACCTTAGACGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCCCACCGGCTTTGGGTGTTA

TGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCC

FEEEEEEEErr et et e e et e e e e e e e e e e et e
TGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCC

GAACTGAGACATACTTTAAGAGATTAGCGCACCCTCGCGGGTTGGCGACTCGTTGTATAT

PEEEEErrrr et er e et e e e e e e e e e e e e e e e e
GAACTGAGACATACTTTAAGAGATTAGCGCACCCTCGCGGGTTGGCGACTCGTTGTATAT

ACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTNAATGCTGGCAACT

PEEEErrrrr e et e e et et e e e e e e e e et e e e
ACCTTCCTCCGGTTTIGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGT GCCCAACTGAATGCTGGCAACT

AATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACG

PEEEEEEErr et e et e e e e et e e e e e e e e e e e
AATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACG

ACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGGGAACGTCCTATTTCTAGGATTAGC

PErrrrrrrrrrrrrrrrr et r e e e e e e e e e e e e e
ACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGGGAACGTCCTATTTCTAGGATTAGC

Weissella paramesenteroides strain ZJ9 16S ribosomal RNA gene,

57

1440

117

1380

177

1320

237

1260

297

1200

357

1140

417

1080

477

1020



Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

>D06 (

478

1019

538

959

598

658

839

717

779

776

724

AAGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCA

Frerrrrrrrrrerrrer e e e e et r e e e e e e e e e
AAGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCA

CCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAG

Frrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrerrrrrrr et r e
CCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAG

GCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGACACTCAAGGGCGGAAACCCTCGAACATCTAGCA

Frrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrr ettt e e et e
GCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGACACTCAAGGGCGGAAACCCTCGAACATCTAGCA

CTCATCGTTTACGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACC-ACACTTTCG

FEErrrrrrrrrrrr et ettt e et e e e e e et
CTCATCGTTTACGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACACTTTCG

AAGCCTCAACGTCAGTTTACAGTCCAGAAAGCCGGCCTTCGCCACTTGGGTGT-CTTCCA

Forrrrrrrrrrrrrer rerrrrrr e et e et rrrrrrr ettt rrrrrd
A-GCCTCAACGTCAGTT-ACAGTCCAGAAAGCCG-CCTTCGCCACT-GG-TGTTCTTCCA

TATTTTCTACGGCATTTCAACGGTTACACCATGGGAGTTCCACTTTTCCTCTA 828

R R e e e R RN R R R
TATAT-CTACG-CATTTCACCGCT-ACAC-ATGG-AGTTCCACTTT-CCTCTA 678

) Placal52_Seq 020211 NAGE_LGMPP RunOl Cimarron 3.12 805

537

960

597

900

657

840

716

780

775

725

56

CGCTGGCGGCGTGCTAATACCTGCAGTNGAACGCTTTGTGGTTCAACTGATTTGAAGAGCTTGCTCAGATATGACGATGGACA
TTGCAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTACCTCTTAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATA
CCGTATAACAATAGCAACCGCATGGTTGCTACTTAAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGTCCCGCGGTGCATTAGTT
AGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGACGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGG
CCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAA
GGGTTTCGGCTCGTAAAACACTGTTGTAAGAGAAGAATGACATTGAGAGTAACTGTTCAATGTGTGACGGTATCTTACCAGAA
AGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATTCGGGCGTAAAGCGAGC
GCAGACGGTTATTTAAGTCTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGAATTGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTGCAGTA
GAGGAACAGTGGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAAATGCGTAGATATATGGAAGAACCACCAAGTGGCGAAGGCGGGCTTTTC
TGGGACTTGGTACTGACGTTTGAAGGCTCGGAAAAGTGTGGGGTTAGCCAAAACCGGACTTTC

dbj |AB593356.1| Weissella cibaria gene for 16S rRNA, strain: 4712

Length=
Score =
Identit

908

1341 bits (726), Expect

ies

0.0
17/791 (2%)

772/791 (98%), Gaps

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query

Sbijct

1

30

60

90

120

150

180

210

240

270

300

330

CGCTGGCGGCGTGCTAATACCTGC-AGTNGAACGCTTTGTGGTTCAACTGATTTGAAGAG

FErrrrrrrrrerrrrrerr e e et e e e e e e e e e
CGCTGGCGGCGTGCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTTGTGGTTCAACTGATTTGAAGAG

CTTGCTCAGATATGACGATGGACATTGCAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGG

PEETEEErrr et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e
CTTGCTCAGATATGACGATGGACATTGCAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT GGG

AAACCTACCTCTTAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAATA

PEEEEEEr et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
AAACCTACCTCTTAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAATA

GCAACCGCATGGTTGCTACTTAAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGTCCCGCGG

FPEETEEEE et r e e e e e e e e e e e e e e e e
GCAACCGCATGGTTGCTACTTAAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGTCCCGCGG

TGCATTAGTTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGACGATGATGCATAGCCGAGTTGAG

PEEEEEErrr et e et et et e e e e e e e e e e e e e e e
TGCATTAGTTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGACGATGATGCATAGCCGAGTTGAG

AGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA

Frrrrrrrrrrrrrrerrrerrreerrrrrrrrrrrrrr et e et e e
AGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA

59

89

119

149

179

209

239

269

299

329

359

389



Query 360 GGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGGT 419
Sbjct 390 GGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGGT 449

Query 420 TTCGGCTCGTAAAACACTGTTGTAAGAGAAGAATGACATTGAGAGTAACTGTTCAATGTG 479

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et et e et r e e e e e e
Sbjct 450 TTCGGCTCGTAAAACACTGTTGTAAGAGAAGAATGACATTGAGAGTAACTGTTCAATGTG 509

Query 480 TGACGGTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA 539

Frrrrrrrrrrrreerrrrrrrrrrr e ettt e et e e e
Sbjct 510 TGACGGTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA 569

Query 540 TGTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATTCGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGT 599

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrret trr et e e e e e e e e e
Sbjct 570 TGTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATT-GGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGT 628

Query 600 CTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGAATTGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTG 659

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e e e e e e e
Sbjct 629 CTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGAATTGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTG 688

Query 660 CAGTAGAGGAACAGTGGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAAATGCGTAGATATATGGAAGA 719

FErrrrrerrr rerrr rerrrrrrrrrr et e e et terr e e e
Sbjct 689 CAGTAGAGGAA-AGTGG-AACTCCATGIGTAGCGGTGAAA-TGCGTAGATATATGGAAGA 745

Query 720 ACCACCAAGTGGCGAAGGCGGGCTTTTCTGGGACTTGGTA-CTGACGTTTGAAGGCTCGG 778

RN N R R R R e e R R R R
Sbjct 746 AC-ACCA-GTGGCGAAGGCGG-CITT-CTGG-ACT-G-TAACTGACGTT-GA-GGCTCG- 795

Query 779 AAAAGTGTGGG 789

R RREREN
Sbjct 796 AAA-GTGIGGG 805

>F10 ( ) Placal52_Seq 020211 NAGE_LGMPP RunOl Cimarron 3.12 845

57

TCTGTCCACCTTAGACGGCTGGCTCCGAAGGTTACCCCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGC
CTACAATCCGAACTGAGACGTACTTTAAGAGATTAGCTCACCCTCGCGGGTTGGCAACTCGTTGTATACGCCATTGTAGCACG
TGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGA
GTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGGGAACGCTCCATCTCTGGAGTTGTCAAGGGATGTCAAGACCTGGTAA
GGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGACTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTG
CGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTTAAGGGCGGAAACCCTCAAACACCTAGCACTCATCG
TTTTACGGTGTGGACTACCAAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACACTTTCGAGCCTCAACGTCAGTTACAGTCCAGAAG
CCGCCTTCGCACTGGTGTTCTTCCTATTCTACGCATTTCACCGGTACCATGGAGTTCCCTTTCTCTTAATGGCTCAAGTCNTC

CCAGTTTCCAAAGGCAATCCCT

gb|GU138616.1| Weissella cibaria IMAU:10288 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Length=1483

Score = 1456 bits (788), Expect 0.0
Identities = 840/862 (98%), Gaps = 17/862 (1%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 TCTGT-CCACCTTAGACGGCTGGCT-CCGAAGGTTACCCCACCGGCTTTGGGTGTTACAA 58

PEEEE e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1483 TCTGTCCCACCTTAGACGGCTGGCTCCCGAAGGTTACCCCACCGGCTTIGGGTGTTACAA 1424

Query 59 ACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGC 118

PRt e et et et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1423 ACICTCATGGIGTGACGGGCGGTGIGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGC 1364

Query 119 TGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAA 178

Prrrrrrrerrrrrrrrrr et e e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1363 TGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAA 1304



Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

>E02 (

179

1303

239

1243

299

1183

359

1124

419

1064

479

1004

539

945

599

885

659

825

719

775

707

831

648

CTGAGACGTACTTTAAGAGATTAGCTCACCCTCGCGGGTTGGCAACTCGTTGTATACGCC

FEErrrrrrrrrrrr et et e e e e e e e e et e e e e e
CTGAGACGTACTTTAAGAGATTAGCTCACCCTCGCGGGTTGGCAACTCGTTGTATACGCC

ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACC

FEErrrrrrrrrrrr et et et e et e e e e e r e e e
ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACC

TTCCTCCGGTTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAG

Frrrrrrrr rerreerrrrrrrrrrr e et et e e e e
TTCCTCCGG-TTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAG

TAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGAC

FEErrrrrrrrrrrr et et et e et e e e e e r e e e
TAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGAC

AACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGGGAACGCTCCATCTCTGGAGTTGTCAA

FEErrrrrrrrrrrr et et r e et e e e e e e e e e e e
AACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGGGAACGCTCCATCTCTGGAGTTGTCAA

GGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGACTCCAC

FEErrrrrrrrrrrrrrr et et e et e e e e e et rrrrrd
GGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAAT TAAACCACATG-CTCCAC

CGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGG

FEErrrrrrrrrrrr et et et et et e e e e e e e e
CGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGG

CGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTTAAGGGCGGAAACCCTCAAACACCTAGCAC

FEErrrrrrrrrrrrrrr et e e e e et e e e e e e e
CGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTTAAGGGCGGAAACCCTCAAACACCTAGCAC

TCATCGTTTTACGGTGTGGACTACCAAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACACTTTC

FEErrrrrr rrerrerrrerr et rrr e e e e e e e e e e
TCATCGTTT-ACGGTGTGGACTACCA-GGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACACTTTC

GAGCCTCAACGTCAGTTACAGTCCAGAA-GCCGCCTTCGC-ACTGGTGTTCTTCC-TAT-

FEErrrrrrrrrrrrrrrrerr e et et teerr e et terr e e et e
GAGCCTCAACGTCAGTTACAGTCCAGAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATA

TCTACGCATTTCACCGGTAC-CATGGAGTTCC-CTTTC-TCTTAATGG-CTCAAGTCNTC

R e R R R R R R AR R
TCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTTTCCTCT-ACTGCACTCAAGTCATC

CCAGTTTCCAAAGGCAATCCCT 852

Forrrrrrrrrrr reet rid
C-AGITTCCAAAG-CAATTCCT 629

)Placal52 Seq 020211 NAGE_LGMPP RunOl Cimarron 3.12 726

238

1244

298

1184

358

1125

418

1065

478

1005

538

946

598

886

658

826

718

768

774

708

830

649

58

AGTNGAACGCTTTGTCTTTAACTGATCTGACGAGCTTGCTCTGATTTGATTTTATCTGACAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTA
ACACGTGGGTAACCTACCTCTTAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAAGTGCTAATACCGTATAATACCAACAACCGCATGGTT
GTTGGTTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGG
CAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGAACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACACTGTTA
TAAGAGAAGAACGGCACTGAGAGTAACTGTTCAGTGTGTGACGGTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAACTACGTATGTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGTCTGAAGTG
AAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGAATGGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTGCAGTAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGGCGAAAGGCGGGTTTTCTGGACTGTTAACTGAACGTTGAGCTCGCAA
AAGTGTGG

dbj|AB469392.1 |

strain: 860712

Length=974

Score 1317 bits (713), Expect = 0.0
Identities 743/756 (99%), Gaps = 10/756 (1%)

Strand=Plus/Plus

Weissella paramesenteroides gene for 16S rRNA, partial sequence,



Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbijct

>G03 (

20

61

80

121

140

181

200

241

260

301

319

361

379

421

439

481

541

558

601

618

661

678

721

735

AGTNGAACGCTTTGTCTTTAACTGATCTGACGAGCTTGCTCTGATTTGATTTTATCTGAC

b rrrrrrrrrrrrrrrrrrrret trr et e e e e e e e e e
AGTCGAACGCTTTGTCTTTAACTGATATGACGAGCTTGCTCTGATTTGATTTTATCTGAC

AAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTCTTAGCAGGGGATAACAT

Frrrrrrrrrrrreerrrrrrrrrrr e ettt e et e e e
AAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTCTTAGCAGGGGATAACAT

TTGGAAACAAGTGCTAATACCGTATAATACCAACAACCGCATGGTTGTTGGTTGAAAGAT

FErrrrrrrrrrerrrerrrrrrrrrr et e e e e e e e e
TTGGAAACAAGTGCTAATACCGTATAATACCAACAACCGCATGGTTGTTGGTTGAAAGAT

GGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGC

FErrrrrrrrrrerrrrererrrr et et e e e e e e
GGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGT TGGTAAGGTAACGGC

TTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGAACTGAG

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e e e e et rrrrnd
TTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGG -ACTGAG

ACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCC

FErrrrrrrrrrreerrrrrrrrrrr e ettt e e e e e
ACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCC

TGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACACTGTTATAAGA

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e et r e e e e e e
TGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACACTGTTATAAGA

GAAGAACGGCACTGAGAGTAACTGTTCAGTGTGTGACGGTATCTTACCAGAAAGGAACGG

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e et r e e e e et e
GAAGAACGGCACTGAGAGTAACTGTTCAGTGTGTGACGGTATCTTACCAGAAAGGAACGG

CTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAACTACGTATGTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrertrrre e trrrr e e e e e e e e e
CTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA-TACGTATGTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATT

GGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGTCTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTG

FEErrrrrrrrrrrrrrrr et e e et e e e et e e e e e e
GGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGTCTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTG

AGGAATGGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTGCAGTAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTG

FEEErrrrrrrrrr et et et e e e e e e e e e e e e
AGGAATGGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGT GCAGTAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTG

TAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGGCGAAAGGCGGGTTTTCTGG

FEErrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrr e et e e e et rerrr rer rend
TAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGG-CGAA-GGCGGCTTT-CTGG

ACTGTTAACTGAACGTTGAG-CTCGCAAAAGTGTGG 755

R N e
ACTGT-AACTGA-CGTTGAGGCTCG-AAA-GTGTGG 766

)Placal52 Seq 020211 NAGE_LGMPP RunOl Cimarron 3.12 897

60

79

120

139

180

199

240

259

300

318

360

378

420

438

480

498

540

557

600

617

660

677

720

734

59

CATCTGTCACTTAGACGGCTGGCTCATAAAAGGTTACCCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTG
TGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAG
CCTACAATCCGAACTGAGACATACTTTAAGAGATTAGCGCACCCTCGCGGGTTGGCGACTCGTTGTATATGCCATTTGTAGCA
CGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTTTGTCACCGGCAGTCTCACT
AGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAATAATAAGGGTTGCGCTCCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGC
TGACGACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGGGAACGTCCTATTTCTAGGATTAGCAAGGGATGTCAAGACCTG
GTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACC
TTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGACACTCAAGGGCGGAAACCCTCGAACATCTAGCACTCA
TCGTTTACGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACACTTTCGAGCCTCAACGTCAGTAACAGTCCAGGA
AGCCGCCTTTCGGCCACCTGGTGTTCTTCCCTTTATNTCTTACGGCATTTTCAACCGGTTACACACATGGAGTTCCCACTTTT
CCTTCTTAATGGCGCTCAGTCNTCCCCAGTTTCCCCAAGGCCTTCCCTCACGTTGAAGCTCTGAAGGGCNTT



gb|FJ405229.1]

partial sequence

Length=
Score =
Identit

1532

1382 bits (748), Expect

ies

0.0
852/896 (96%), Gaps = 34/896 (3%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query

Sbijct

1

1499

57

1439

117

1379

177

1319

237

1259

297

1200

357

1142

417

1083

477

1023

537

963

597

903

657

843

717

783

777

726

837

678

CATCTGT--CA-CTTAGACGGCTGGCTCATAAAAGGTTA-CCCACCGGCTTTGGGTGTTA

Frererr e rreerrrrrrrerrrt rerrrrr et e e e e
CATCTGTCCCACCTTAGACGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCCCACCGGCTTTGGGTGTTA

CAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCG

Frrrrrrrrrrrrreerrrrrrrrrrr e et r e e
CAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCG

TGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCC

PEErrrrrrrrrrrr et et et e e e e e e e e e e e
TGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCC

GAACTGAGACATACTTTAAGAGATTAGCGCACCCTCGCGGGTTGGCGACTCGTTGTATAT

PEErrrrrrrrrrrr et et et e et e e e e e e e e e
GAACTGAGACATACTTTAAGAGATTAGCGCACCCTCGCGGGTTGGCGACTCGTTGTATAT

GCCATTTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCC

FEEEEE trrrrrr et et e et e e e e b e e e e e e e e e e
GCCATT-GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCC

CACCTTCCTCCGGTTTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCA

Frrrrrrrrrrrrrrr  rrrr et e e e e e e e e e e e
CACCTTCCTCCGGTTT--GTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCA

ACTAATAATAAGGGTTGCGCTCCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT

FErrrrrrrrrrerrrer et crrr et e et e e e e e e e
ACTAATAATAAGGGTTGCGCTC~GTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT

GACGACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGGGAACGTCCTATTTCTAGGAT

FEErrrrrrrrrerrrrr ettt e e et et e e e e e
GACGACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGGGAACGTCCTATTTCTAGGAT

TAGCAAGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGC

FEErrrrrrrrrrrrrrr et et et e e e e e e e e
TAGCAAGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGT TGCTTCGAATTAAACCACATGC

CCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGACACTCAAGGGCGGAAACCCTCGAACATCT

FEErrrrrrrrrrrrrrrr e ettt e et et
CCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGACACTCAAGGGCGGAAACCCTCGAACATCT

AGCACTCATCGTTTACGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACACT

PEETEEEr e e e et e e e e e e e e e e e e e e
AGCACTCATCGTTTACGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACACT

TTCGAGCCTCAACGTCAGTAACAGTCCAGGAAGCCGCCTTTCGGCCACCTGGTGTTCTTC

PEEEErrrrrrerer e rerrrrert e e et e
TTCGAGCCTCAACGTCAGITACAGTCCAGAAAGCCGCCTT -CG-CCAC-TGGTGITCTTC

CCTTTATNTCTTACGGCATTTTCAACCGGTTACACACATGGAGTTCCCACTTTTCCTTCT

e e e
CATATAT--CT-ACG-CATTIT-CA-CCGCT-ACACA--TGGAGITCC-ACTIT-CCT-CT

TAATGGCGCTCA-GTCNTCCCCAGTTTCCCCAAGGCC-TTCCCTCACGTTGAAGCT 890

N N rr
-ACTG-CACTCAAGTCATCC--AGTTTCCA-AAG-CCATTCC-TCA-GTTGA-GCT 632

Weissella paramesenteroides strain ZJ9 16S ribosomal RNA gene,
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1143
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1084
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656

844
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836

679



Apéndice B — Curvas de crescimento dos isolados na presenca e auséncia de acido gastrico artificial.
As curvas preta e cinza equivalem, respectivamente, ao crescimento bacteriano na auséncia e presenca de acido gastrico artificial (pH 2,5).
A porcentagem de inibicdo € apresentada na tabela 6.
Eixo das ordenadas: OD 620nm; Eixo das abscissas: tempo em horas.
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Apéndice C — Curvas de crescimento dos isolados na presenca e auséncia de sais biliares.
As curvas preta e cinza equivalem, respectivamente, ao crescimento bacteriano na auséncia e presenca de oxgall 0,3%

na tabela 8.
Eixo das ordenadas: OD 620nm; Eixo das abscissas: tempo em horas.
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