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RESUMO

Os lactobacilos sé&o bactérias Gram-positivo, catalase negativo, fermentadoras de
glicose e outros agucares cujo produto final principal € o acido latico. Devem apresentar
varias caracteristicas que facam delas candidatas em potencial a veiculos de antigenos
em processos de vacinagcao oral e bons probiéticos. Neste estudo foram isoladas 79
bactérias de fezes de filhotes de caes de Crista Chinés e Yorkshire Terrier com cerca de
20 dias de vida, as quais foram submetidas a identificagcdo molecular ao nivel de género.
Destas, 37 foram identificadas ao nivel de espécie como lactobacilos e submetidas a
caracterizacao probiética. A fim de avaliar a viabilidade dos isolados perante os desafios
do trato gastrintestinal, as bactérias foram testadas quanto a susceptibilidade ao baixo
pH estomacal e aos sais biliares intestinais. A maior parte das bactérias foi resistente ao
pH acido do estdbmago e a maioria dos isolados apresentou inibicdo de crescimento leve
ou moderada aos sais biliares. O potencial de adesao a superficie hidrofébica do epitélio
intestinal foi avaliado indiretamente pela capacidade dos isolados de se associarem a
solventes organicos apolares, destacando-se sete isolados com superficie celular de
alta hidrofobicidade. Quase todos os isolados apresentaram forte atividade antagonista
contra os sete patdgenos bacterianos testados. Porém, os isolados testados contra
Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae ndo apresentaram halo de inibicdo
ao crescimento do patégeno. A grande maioria dos isolados (34/37) mostrou-se
produtora de peréxido de hidrogénio, substancia antimicrobiana associada a
colonizacdo da mucosa vaginal. Por meio de todos os resultados obtidos foi possivel
selecionar sete isolados de lactobacilos como potenciais probiéticos que podem vir a ser

usados como veiculos vacinais orais.

Palavras-chaves: lactobacilos, probiodticos, veiculos vacinais orais, antagonismo

bacteriano, perdxido de hidrogénio.



ABSTRACT

Lactobacilos are Gram-positive bacteria, catalase negative, capable of fermenting
glucose and other sugars with its final major product been lactic acid. They must have
several characteristics to make them potentially good candidates as antigenic vehicles
for oral vaccines and as good probiotics. Seventy nine bacteria were isolated from the
feces of Chinese Crested and Yorkshire Terrier puppies, around 20 days old, and were
submitted to molecular identification at the genus level. Of these, 37 were identified at
the species level as Lactobacillus, and submitted to probiotic characterization. In order to
evaluate the ability of the lactobacilli isolates to overcome gastrointestinal challenges,
the bacteria were tested for susceptibility to the acidic pH 2.5 found in the stomach and
bile salts found in the small intestine; most of the bacteria were resistant to acidic pH and
showed slight to moderate growth inhibition by bile salts. The potential for adhesion to
the hydrophobic surfaces of intestinal epithelia was indirectly evaluated by the capacity
of the isolate to be associated with organic solvents, highlighting 7 isolates with highly
hydrophobic cellular surfaces. Most of the isolates showed strongly antagonistic activity
against the seven bacterial pathogens tested; however, the isolates tested against
Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae showed no zone of inhibition to
pathogen growth. The vast majority of the isolates (34/37) tested showed themselves to
be producers of hydrogen peroxide, an antimicrobial substance associated with vaginal
colonization. Through all of the results obtained, it was possible to select 7 lactobacilli

isolates as potential probiotics that could be used as vehicles for oral vaccinations.

Key-words: Lactobacilos, probiotics, oral vaccines vehicles, bacterial antagonism,

hydrogen peroxide.



1. INTRODUCAO

1.1. PROBIOTICOS

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

O termo probidtico quer dizer pr6-vida ou a favor da vida e tem sido utilizado para
descrever microrganismos benéficos a salde. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a definicdo de bactérias probidticas € a de microrganismos vivos que quando
administrados na quantidade adequada, conferem algum beneficio a saude do hospedeiro
(FAO'WHO, 2001).

As bactérias probiéticas (PB) tém sido utilizadas em uma variedade de alimentos, como
laticinios, carnes e vegetais e para tratamento de infeccfes de superficie da mucosa tanto
do trato gastrointestinal (TGI) como da vagina (Gillor et al. 2008). Uma grande variedade de
probidticos tem sido usada como potenciais agentes terapéuticos, como por exemplo, as
bactérias &cido-laticas (LAB; Carr et al. 2002), bifidobactérias (Picard et al. 2005),
enterobactérias (Sartor, 2003) e a levedura Saccharomyces (Czerucka et al. 2007). De
acordo com Susana Marta Isay Saad (2006) apresentamos o esquema abaixo com o0s

principais efeitos dos probiéticos no hospedeiro (Figura 1).

Estas bactérias podem estimular a imunidade do hospedeiro como mostrado na figura 1,
pela producéo de anticorpos e recrutamento de fagocitos, mas também pela modulagéo da
resposta imune local e sistémica do hospedeiro, através da produgéo de citocinas como
IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-12 e 6xido nitrico (NO) (Fuller, 1997).

Substancias antimicrobianas séo produzidas pelas PB e sdo importantes para a exclusédo
competitiva ou inibicdo da invasao por outras bactérias (Carr et al.; 2002). Estas substancias
podem ser Aacidos graxos curtos (Carr et al. 2002), peréxido de hidrogénio, que é
caracteristico de lactobacilos (Eschenbach et al. 1989), toxinas de espectro restrito ou amplo
sintetizadas nos ribossomos, chamadas bacteriocinas, ou ainda pode ser por bacteriéfagos

gue sao altamente especificos (Smith et al. 2007; Tagg e Dierksen, 2003).
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Figura 1: Principais efeitos dos probiéticos (representados por lactobacilos e bifidobactérias) no
hospedeiro. Fonte: Saad, 2006.

1.2. MECANISMOS DE ACAO DE UM PROBIOTICO

Um probidtico deve se enquadrar em pelo menos uma das seguintes categorias: (I)
inibicdo da proliferacdo de patdégenos e restauragdo da homeostase da microbiota através
de interacdes micrébio-microbio; (II) promocdo da fungcdo de barreira epitelial; ou (llI)
modulacdo da resposta imune do hospedeiro (Lebeer et al. 2008). As caracteristicas
probidticas séo linhagem-dependentes (Mangoni, 2009; Jacobsen, 1999).

A capacidade dos lactobacilos em inibir patbgenos é bem conhecida por estes serem
usados h& séculos na conservacdo de alimentos. A atividade antagonista acontece de trés
diferentes maneiras: competicdo por nutrientes, producdo de antimicrobianos e excluséo
competitiva.

A atividade antimicrobiana se d& pela producdo de &cido latico e outros acidos
organicos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas. Segundo De Keersmaecker et al. (2006)

a sintese de &cido latico pela linhagem GG de L. rhamnosus apresenta grande atividade



antimicrobiana contra Salmonella enterica sorovar Typhimurium atuando no crescimento do
patégeno bem como sobre os fatores de viruléncia deste patdgeno. A maioria das
bacteriocinas produzidas por lactobacilos pertencem a Classe Il (pequeno tamanho,
termoestavel e com alto ponto isoelétrico) sendo capazes de combater infeccdes
provocadas por Listeria monocytogenes (Corr et al. 2007). A producdo de peroxido de
hidrogénio é também um mecanismo antimicrobiano importante, especialmente no trato
vaginal de mulheres saudaveis (Branco et al. 2010). Recentemente Pridmore et al. (2008)
observaram que a atividade anti-Salmonella apresentada por L. johnsonii NCC533 deve-se a

producéo de perdxido de hidrogénio.

A atividade antagonista pode ser ainda por exclusdo competitiva ou pela promocgéo da
funcdo de barreira epitelial, ocorrendo basicamente pela competicdo entre as linhagens
patogénicas e os probiéticos pelos mesmos sitios de adesdo na mucosa intestinal ou por
nutrientes. Desta forma, linhagens de lactobacilos mais competitivas apresentam melhores
chances de adesdao ao epitélio do intestino em detrimento de patégenos invasivos,
promovendo a eliminagdo dos mesmos. Estudos existem avaliando os lactobacilos que
possuem sitios de ligacdo em comum na mucosa intestinal com patégenos bacterianos
como E. coli tipo 1 que se ligam a sitios receptores de oligossacarideos (Lebeer et al. 2008).
Vérios fatores de exclusdo competitiva putativos vém sendo propostos, como a adesina
especifica a manose de L. plantarum (Pretzer et al. 2005), sendo que as bactérias mutantes
para o gene demostraram uma menor capacidade de adeséo a células HT-29 e permitiram a
aderéncia de E. coli enteropatogénica. Segundo Chen et al. (2007) extratos de proteinas da
camada S de L. crispatus foram capazes de competir por sitios de adesdo com E. coli
enterohemorragica e Salmonella enterica. Além da competicdo molecular, foi demonstrado
gue certas linhagens de lactobacilos sdo capazes de induzir a produc¢do de mucinas (Mack
et al. 2003), estimular a adeséo célula a célula (Seth et al. 2008) e prevenir a apoptose pelas
células intestinais (Yan et al. 2007), contribuindo e promovendo a manutencdo da barreira

epitelial.

A imunomodulacdo se da principalmente pela indugdo de células dendriticas
regulatorias e células T. O contato entre as superficies externas das células dendriticas
intestinais via receptores Toll-like e DC-SIGN (sinal da célula dendritica) e dos probiéticos
(Moléculas de Associagdo) induz a producgédo de citocinas que promovem a apresentagéo de
antigenos do complexo de histocompatibilidade e moléculas co-estimulatérias que polarizam
células T em células T regulatérias e auxiliares do tipo 1 e 2 (Leeber, 2010) (Figura 2). Essa
regulacdo é muito interessante, ja que a associagcao de vacinas convencionais e probioticos
pode gerar tanto uma resposta imune quanto uma protecdo humoral mais eficiente (Mac
Donald e Bell, 2010).
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Figura 2: Principais vias de imunomodulac¢do por um probidtico.

Um probidtico é capaz de interagir com as células dendriticas na lamina prépria através de suas
prolongac@es entre as Células Epiteliais Intestinais e pela transcitose mediada pelas células M. O tipo
de interacdo é capaz de induzir a producdo de citocinas que podem atuar como adjuvante imune.
(Leeber et al. 2010)

Entretanto, para funcionarem verdadeiramente como probidticos, as bactérias
selecionadas devem ser capazes de resistir as condigbes adversas impostas pelo
organismo do hospedeiro como as variagbes de pH ao longo do trato gastrintestinal,
presenca de sais biliares, enzimas gastricas, além de serem capazes de aderir a mucosa
intestinal (Hoyos, 1997). Segundo Lan-Souz Chou e Bart-Weimer (1999) a bactéria
probidtica deve resistir por no minimo 90 minutos em pH acido, que é o tempo de transito
gastrico humano. E importante ainda considerar que um microrganismo probiético ndo pode
ter efeito no ambiente intestinal se sua populagdo ndo atingir uma quantidade minima de
bactérias que varie entre 10° e 10® UFC no intestino humano (Charteris et al. 1998). Tais
microrganismos nao devem ter potencial patogénico, devem apresentar caracteristicas que
permitam a sua produc¢do em larga escala, como uma facil proliferagéo in vitro. Deste modo,
testes indiretos in vitro baseados nos mecanismos de agdo probidtica dos lactobacilos

podem direcionar a selecdo de isolados com caracteristicas de interesse.



Os efeitos dos probiéticos nos animais tém sido estudados, mas os resultados sao
algumas vezes contraditorios (Jin et al. 1997). Alguns estudos mostram que o0s probiéticos
sdo benéficos aos animais como promotores de crescimento (Fuller, 1989), enquanto outros
dizem que estas bactérias ndo promovem efeito algum (Watkins e Kratzer, 1983; 1984). As
variagbes nos resultados podem ser devidas as diferencas nas linhagens dos
microrganismos ou ainda na varia¢cdo do numero de bactérias ingeridas na dieta.

Um dos aspectos mais importantes do uso de probi6tico nos animais é com o objetivo
de melhorar a resisténcia e a resposta imune aos agentes infecciosos (Greetham et al.
2002). Bactérias patogénicas estao frequentemente associadas as anormalidades do trato
gastrintestinal dos caes, principalmente a desidratacéo e diarreia (Delles et al.1994; Rutgers
et al. 1995). Tem-se observado que probiéticos previamente selecionados podem reduzir a
diarreia em humanos e animais (Dunne et al. 1999; Fooks et al. 1999; Jin et al. 1998).
Bactérias acido-laticas constituem o maior grupo de probiéticos para animais (Biourge et al.
1998; Dunne et al. 1999). Um grupo de pesquisadores do Japao mostrou a existéncia de
lactobacilos na microbiota fecal canina (Mitusoka et al. 1976). Os lactobacilos fazem parte
da microbiota natural de caes saudaveis e sdo encontrados em todo trato gastrintestinal,
crescendo em quantidade desde o estdbmago até o célon (de log 5 até log 11 ufc). Caes
mais novos tendem a possuir maior quantidade de lactobacilos em relacdo aos cdes mais
velhos. Além de habitarem o trato gastrintestinal, também podem ser encontrados nos caes
em locais como a cavidade oral, nasal e auditiva (Zink et al. 2008).

Apesar de estudos ja terem demonstrado uma eficicia de alguns probidticos em mais
de uma espécie de hospedeiro, como no caso de L. rhamnosus GG (Kailasapathy e Chin,
2000), as caracteristicas probidticas de cada bactéria tendem a estar intimamente

relacionadas ao hospedeiro de origem (Dunne et al. 1999; Ouwehand et al. 2002).

1.3. BACTERIAS ACIDO-LATICAS (BAL) E LACTOBACILOS

Com o surgimento de patdgenos emergentes e 0 reaparecimento de patdégenos re-
emergentes antigos e o desenvolvimento de linhagens resistentes a antibioticos, tem
crescido o interesse na pesquisa e selecdo de linhagens de LAB como probidticos, que
possam ser usados para combater infecgbes bacterianas (McCoy e Gillland, 2007). S&o
bactérias que fazem parte da microbiota intestinal dos mamiferos e fermentam uma
variedade de nutrientes em acido latico como principal produto. Temos como principais
géneros pertencentes a esta classe, Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Weissella,
Carnobacterium, Vagococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactosphaera e

Oenococcus (Carr et al.; 2002).



Os lactobacilos séo bactérias Gram-positivas, em forma de bastonetes ou cocobacilos,
geralmente imoéveis, ndo formadoras de esporos, anaerdbias aerotolerantes e catalase
negativas. Taxonomicamente o género lactobacilos pertence ao filo Firmicutes, classe
Bacilli, ordem Lactobacillales, familia Lactobacillaceae. Os lactobacilos séo nutricionalmente
fastidiosos, precisando de um meio rico em nutrientes contendo carboidratos, aminoacidos,
peptideos, acidos graxos, sais, derivados de acidos nucléicos e vitaminas para crescer (Carr
et al. 2002). De acordo com J. P. Euzéby (LPSN, 2011) o genéro lactobacilos possui cerca
de 171 espécies. Estdo presentes também em muitos tipos de alimentos como cereais,
bebidas fermentadas, queijos e produtos lacteos, carnes e derivados, dentre outros
(Hammes e Hertel, 2003). S&o fermentadores de glicose, majoritariamente homo-
fermentativos, em que o produto final € o acido latico, mas ha representantes hetero-
fermentativos que produzem lactato, CO, e etanol em quantidades equimolares. Tem-se
demonstrado que os lactobacilos exercem efeitos benéficos a saude, principalmente no
tratamento de infecgBes entéricas, como diarreias agudas, sindromes relacionadas ao uso
de antibidticos (Sazawal et al. 2006) e infeccdes do trato urogenital, como vaginose em
mulheres (Falagas et al. 2007).

Algumas linhagens de lactobacilos apresentam varias caracteristicas que fazem deles
potenciais candidatos a veiculos de antigenos em processos de vacinacdo oral e bons
probidticos. Entre elas, resisténcia a &cidos e sais biliares, persisténcia no trato
gastrintestinal e modulacao imunoldgica intrinseca pela producéo de citocinas tipo interferon
gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 12 (IL-12) (Christensen et
al.; 2002.; Mohamadzadeh et al.; 2005), além da capacidade de inibir patdgenos. Essa
capacidade de persisténcia no trato gastrintestinal € importante para um bom vetor vacinal,
pois as vacinas orais requerem uma dose maior do que a necessaria para vacinas
veiculadas por via parenteral (Ryan, 2001). O contato intimo com a mucosa permite, em
principio, a inducéo de uma resposta imune local contra o antigeno carreado pelo lactobacilo
e a modulacéo imunoldgica elicitada pelo préprio veiculo vacinal (Pouwels, 1996; 1998).

A seguranca é um fator muito importante que deve ser levado em conta quando se
trabalha com vetores vacinais vivos. A despeito do uso de vetores como Salmonella,
Shigella, Listeria, Escherichia coli, Mycobacterium, Bacillus, virus Vaccinia, entre outros, 0s
lactobacilos ndo apresentam patogenicidade residual (Atkins et al. 2006). Além de néao
comprometerem a seguranca da vacina, principalmente se considerarmos individuos
imunocomprometidos, vetores vacinais potencialmente patogénicos podem reduzir a eficacia
da vacina, uma vez que estimulam respostas imunes contra si proprios.

Os lactobacilos tém sido empregados como vetores vacinais para toxinas tetanicas
(Grangette et al. 2001), antigenos protetores de Bacillus anthracis (Zegers et al. 1999), de

Clostridium (Cho et al. 2000) e Salmonella (Kajikawa et al. 2007), glicoproteinas de



coronavirus (Ho et al. 2005), determinantes antigénicos do virus influenza (Pouwels, 1996),
urease de Helicobacter pylori (Corthésy et al. 2005), antigenos pneumocdcicos (Oliveira et
al. 2003, 2006), receptores para o virus HIV (Chang et al. 2003) e outros determinantes
antigénicos virais (Lee et al. 2006). Em todos estes trabalhos, os lactobacilos provaram ser
veiculos vacinais eficientes, induzindo respostas imunes locais e sistémicas contra os
antigenos carreados.

Conhecimentos sobre a genética destes microrganismos ainda permanecem limitados,
mas tem aumentado bastante, principalmente nos ultimos anos, apés o sequenciamento do
genoma de Lactobacillus plantarum (Kleerebezem et al.; 2003), Lactobacillus johnsonii
(Pridmore et al.; 2004), Lactobacillus acidophilus (Altermann et al.; 2005), Lactobacillus
sakei (Chaillou et al.; 2005) e Lactobacillus salivarius (Claesson et al.; 2006). Contudo, ja
foram desenvolvidos varios sistemas de expressao de proteinas heterdlogas para os
lactobacilos, de expressédo constitutiva e regulada, com diferentes formas de enderecamento
celular do produto protéico, isto é, intracelular, extracelular ou associado a parede celular
bacteriana. Nestes ultimos, a proteina S, formadora da camada S, presente em diversas
espécies de lactobacilos, € muito usada para a ancoragem de antigenos a superficie celular

destas bactérias (Savijoki et al.; 1997; Jakava-Viljanen et al.; 2002).

1.4. ENTEROCOCOS COMO PROBIOTICOS

O g¢énero enterococos caracteriza-se por ser constituido de microrganismos
colonizadores transitorios do trato gastrintestinal, utilizados no tratamento das diarreias,
principalmente devido a invasdo por rotavirus. Em geral, sdo bactérias capazes de reduzir o
LDL colesterol pela ativacdo do sistema enzimatico hepatico (Nadia, 2008). Além disso,
Enterococcus sp. tem sido usadas no tratamento de colibacilose em animais e
gastroenterites humanas. Também foi demonstrado que bactérias do género sdo capazes
de produzir bacteriocinas capazes de inibir o crescimento de patégenos intestinais (Du toit et
al. 2000).

Os enterococos possuem algumas caracteristicas que os tornam bons candidatos a
probidticos, como um crescimento muito rapido, habilidade de adeséo e producdo de acido
latico e enterocinas estaveis (Strompfova, 2004). Em comparacdo aos lactobacilos, os
enterococos possuem um tempo de reproducao trés vezes mais rapido, o que os tornariam
mais efetivos no combate a microrganismos patogénicos; sdo mais resistente ao pH acido
do estbmago, sendo menos inibidos quando veiculados por via oral, com consequente
ligacdo mais rapida nas paredes intestinais (Nadia, 2008). A principal espécie utilizada em
produtos comerciais é o E. faecium, no entanto, ultimamente mais aten¢éo tem sido dada ao

E. faecalis como probiotico (Strompfovd, 2004). Algumas linhagens de E. faecalis e E.
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faecium sdo usadas em preparacdes comerciais probidticas de grande sucesso. Entretanto,
como algumas linhagens de enterococos estdo associadas a infec¢cbes humanas como
endocardites, principalmente em pacientes imunocomprometidos no ambiente hospitalar,
elas devem ser avaliadas quanto a presenca de fatores de viruléncia antes do uso probiético
(Du toit et al. 2000).

1.5. O MERCADO DOS PROBIOTICOS

Segundo um estudo da Probiotics Market (2009-2014) desenvolvido pela empresa de
consultoria Markets and Markets, o0 mercado de probiéticos alcancou ganhos de 15,9 bilhdes
de délares no ano de 2008 e tende a alcancar 32 bilhées de délares até 2014, oferecendo
oportunidades para o desenvolvimento de alimentos funcionais para humanos e animais,
terapias e prevencdo de doencas. As principais empresas que trabalham com bactérias
probiéticas na atualidade sdo a Danisco, a Morinaga e a BioGaia que fornecem produtos
para varias outras grandes companhias alimenticias como a Nestlé. O grande crescimento
no mercado se dara pelos mercados europeu e asiatico. No Brasil, a tendéncia é
semelhante, a Danone e a Actmel deverdo ter um crescimento anual em torno de 8,7% em
trés anos, superando a Nestlé, com 5,9% e a Unilever, com 4,2% (INPI, 2011).

A utilizacdo de probidticos vem se tornando popular também na medicina veterinaria.
Entretanto, poucos séo os produtos disponiveis no mercado para os cées (Strompfova et al.
2006). Dentre as empresas produtoras de probidticos para os cdes destacam-se a
Organnact Pet Probiéticos, com produtos contendo a levedura Saccharomyces cerevisiae; a
IMEVE (Industria de Medicamentos Veterinarios), que possui produtos contendo bactérias
do género Bacillus e produtos contendo Lactobacillus acidophilus e Enterococcus faecium, e
a Biocampo, que disponibiliza aditivos probi6ticos contendo BAL, dentre elas Lactobacillus
lactis, Lactobacillus casei e Lactobacillus acidophilus. Além destes, o produto probidtico
comercial Vitacanis (Microbiol, Brasil) contendo L. acidophilus, E. faecium e Saccharomyces
cerevisiae, desenvolvido para prevenir desarranjos intestinais em cachorros e gatos,
mostrou protecdo contra o desafio experimental realizado com Salmonella enterica sorovar

Typhimurium (Maia et al. 2001).

1.6. PATOGENOS CANINOS

A principal causa de desordens intestinais nos caes € o que se chama de SIBO (small
intestinal bactéria overgrowth), ou seja, crescimento exagerado de pequenas bactérias
intestinais. Isso envolve o crescimento de um grande nimero de diversos tipos de bactérias

simultaneamente, geralmente incluindo espécies de Enterobacteriaceae, Bacteroides sp.,
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Clostridium sp., enterococos e estafilococos. Destacam-se como patdégenos entéricos
caninos Clostridium perfringens, Salmonella enterica sorovar Typhimurium e Campylobacter
jejuni, sendo que os dois Ultimos apresentam potencial zoondtico. Staphylococcus
intermedius é o patdgeno cutdneo canino mais comum, podendo causar a piodermite
estafilococica canina e igualmente infectar a mucosa anal. A enterotoxina produzida pelo C.
perfringens causa diarreia aguda e crénica intermitente (Rinkinen et al. 2003).

A Escherichia coli tem sido isolada a partir de amostras de solo, agua e também do
trato gastrintestinal de animais domésticos. Diversas cepas podem ser patogénicas e
assumir, em algumas condicdes, carater zoonético. Devido a suas caracteristicas
microbioldgicas, esse patdgeno é utilizado como indicador de qualidade higiénico-sanitaria
de produtos industrializados. A importancia deste achado estd associada a ocorréncia de
osteomielite em cées e gastrenterite humana em individuos suscetiveis (Pereira et al. 2009).

As leptospiras sdo espiroquetas moveis, flexiveis e filamentosas distribuidas em
aproximadamente 160 hospedeiros mamiferos, dentre eles, destacam-se os cdes. Os casos
de leptospirose canina estdo associados a espécie Leptospira interrogans sensu lato
(Greene et al. 1998). Os sintomas da doenca variam de diarreia a comprometimento renal e

hepatico, o patbgeno possui potencial zoondtico de transmissao.

1.7. LEPTOSPIROSE EM CAES

A transmissdo da leptospirose para 0s seres humanos requer a circulacdo do
patdgeno entre 0s animais reservatérios. Os sorovares apresentam uma preferéncia, mas
nao exclusividade, por certos hospedeiros, nos quais ndo causam a doenca na forma grave.
Por exemplo, o cdo é considerado o hospedeiro natural do sorovar Canicola e o rato de
esgoto (Rattus norvegicus) o hospedeiro natural do sorovar Icterohaemorrhagiae. Animais
domésticos, principalmente os bovinos, suinos e cdes sdo importantes na cadeia
epidemiolégica e podem ser portadores de determinados sorovares por periodos
prolongados. Nos portadores naturais a infeccdo € crénica com colonizagdo da bactéria nos
tubulos renais e eliminagdo intermitente através da urina, sem evidéncias de alteragbes
patolégicas. A bactéria penetra na pele lesada ou por membranas mucosas. As bactérias
apos penetrarem, alcancam o sistema circulatério, migram para o liquido cefalorraquidiano,
pois sdo altamente mdveis, produzindo hialuronidases, multiplicando-se rapida e
intensamente, atingindo varios orgdos, principalmente o figado, rins, coragdo e musculo
esquelético, sendo responsaveis pelo rompimento de pequenos vasos, causando as
principais manifestacdes da leptospirose (vasculite). Os microrganismos no estégio inicial da

doenca sdo normalmente encontrados no sangue e liquido cefalorraquidiano (fase
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leptospirémica) e em fases mais avancgadas na urina (fase imune ou leptospurica) (Murray et
al. 2000; Plank e Dean, 2000; Bharti et al. 2003; Wagenaar et al. 2007).

Os cées podem adquirir a infecgdo pela convivéncia com outros cdes contaminados,
bem como ratos que urinam em areas em comum. Esses animais sdo considerados a
principal fonte da leptospirose humana em éareas urbanas, pois vivem em estreito contato
com o homem e podem eliminar leptospiras vivas através da urina durante varios meses,
mesmo sem apresentar nenhum sinal clinico caracteristico (Jouglard & Brod, 2000). Os
sorovares mais comumente associados a leptospirose canina classica sao 0s sorovares
Icterohaemorrhagiae e Canicola (Brihuega & Hutter,1994). Entretanto casos associados com
outros sorovares patogénicos como Pomona, Grippotyphosa e Bratislava foram relatados
(Ross & Rentko, 2000).

As manifestacdes clinicas dependem de muitos fatores como a viruléncia e a dose do
organismo infectante, assim como a idade e a imunidade do hospedeiro. Muitas
manifestacdes clinicas tém sido encontradas na leptospirose canina, apesar dos cédes
poderem nao exibir sinais clinicos desta. Infec¢bes pelo sorovar Icterohaemorrhagiae tém
sido associadas a grave comprometimento hepatico e renal. A evolucdo é aguda,
culminando com o Obito em poucos dias. O sintoma clinico mais evidente é a ictericia
(Greene et al. 1998; Whol, 1996), mas também pode apresentar febre, mialgia, prostracéo e
com a evolucdo do processo, o cdo pode apresentar andria, oliguria ou polidria, indicando
diferentes graus de comprometimento renal (Masuzawa et al. 1991). A doenca causada pelo
sorovar Canicola foi denominada de Moléstia de Stuttgart, por ter sido descrita inicialmente
naquele local. A manifestacdo clinica da infec¢do se relaciona ao comprometimento renal,
sem haver sintomas de comprometimento hepatico (Greene et al. 1998). A ictericia ndo é
observada nesses casos e a evolucdo é mais lenta. Os sintomas predominantes sao
aqueles relacionados com insuficiéncia renal progressiva e uremia como a perda de peso,
politria, desidratacéo, emese, diarreia (hem sempre), ulceragdes na cavidade oral e necrose
da lingua, nos casos mais avancados. A infeccdo pode ndo ser aparente.

O tratamento da leptospirose se da por antibioticoterapia, as penicilinas e seus
derivados séo os antibiéticos de primeira escolha no tratamento reduzindo em poucas horas
a febre e a multiplicagdo do microrganismo, entretanto ndo sdo capazes de eliminar o
estado de carreador de leptospira (Greene et al. 1998). Para isto, posteriormente, devem-se
administrar antibiéticos como tetraciclinas, eritromicinas, aminoglicosideos, fluoroquinolonas.

A imunidade na leptospirose canina é basicamente do tipo humoral. A imunidade é
sorovar-especifica e em menor extensao, pode ser especifica do sorogrupo. As vacinas
contra leptospirose sédo constituidas por leptospiras mortas (bacterinas) ou por antigenos
protéicos da membrana externa dos sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae. Deste

modo, infec¢des com os sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae tém diminuido desde os
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anos 80, enquanto que as infeccbes por outros sorovares tém aumentado (Wohl, 1996).
Novas vacinas (Duramune Max 5/4L and LeptoVax 4, Fort Dodge Animal Health) que
incluem os sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae, Pomona e Grippotyphosa tornaram-se
disponiveis. Entretanto, estudos que dizem a respeito a eficacia destas vacinas contra uma
infeccdo natural ou experimental com o0s sorovares Pomona ou Grippotyphosa ainda nao
foram encontrados na literatura (Paul et al. 2003). A vacina protege contra o
desenvolvimento da doenca clinica, mas nem sempre previne contra instalacdo das
leptospiras no rim (Broughton e Scarnell, 1985). O céo torna-se um portador, condigéo essa
gue somente pode ser resolvida com o uso de antibiéticos.

Por serem os caes sugeridos como reservatorios de bactérias patogénicas ao homem,
como a Salmonella (Fukata et al. 2002) e Leptospira (Brod et al. 2005), representando um
risco potencial a satde publica; ainda por serem poucos os produtos probiéticos comerciais
de origem canina e, muitos deles conterem Enterococcus faecium, bactérias questionadas
guanto a sua seguranca ao hospedeiro (Franz et al. 1999, Rinkinen et al. 2003); e pela
necessidade de obtermos bactérias probidticas para uso como vetores vacinais, foram
isoladas novas linhagens de lactobacilos de fezes caninas, que foram identificadas

molecularmente ao nivel de espécie e caracterizadas quanto ao seu potencial probidtico.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Os lactobacilos mostram-se excelentes candidatos para veiculagdo de vacinas orais
geneticamente construidas, podendo ser usados como carreadores de vacinas para
doencas como a Leptospirose. Deste modo, o objetivo deste trabalho € isolar e selecionar
novas linhagens de bactérias laticas que sejam adaptadas ao ecossistema gastrintestinal
dos caes, que apresentem caracteristicas probiéticas, e que possam ser usadas numa
futura etapa de vacinagéo.

Objetivos Especificos

1. Isolar bactérias do género lactobacilos do trato gastrintestinal de caes lactentes.
2. Selecionar as linhagens com as seguintes propriedades probidticas in vitro:

2.1- tolerancia ao suco gastrico artificial e aos sais biliares;

2.2- alta hidrofobicidade da superficie celular;

2.3- capacidade antagonista contra patégenos;

2.4- producéo de peroéxido de hidrogénio.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRAGEM E ISOLAMENTO DE BACTERIAS LATICAS

Foram realizadas duas coletas de fezes de cées lactentes, sendo a primeira de dois
filhotes com 20 dias de idade de cdes da raca Crista Chinés e a segunda de quatro filhotes
de Yorkshire Terrier de 21 dias de idade. Nenhum dos cées havia sido vacinado ou
submetido a tratamento com antibiéticos. Obtiveram-se duas amostras de fezes na primeira
coleta e quatro amostras na segunda coleta, que foram mantidas a 4°C durante o transporte
até o processamento imediato em laboratorio. Em seguida, estas foram tituladas em salina
tamponada (5,61g NaCl, 1,0g KH,PO,, Na,HPO,, 0,11g KCI por litro), plaqueadas pour plate
em agar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Merck) e incubadas em camara de anaerobiose
(Forma Scientific Company, Marrietta, USA) por 24 - 48 horas a 37°C. As colénias foram
contadas e cada morfotipo diferente foi isolado com auxilio de uma alga de platina e
plagueado por estriamento em agar MRS (Difco) nas mesmas condicGes anteriores. Deste

isolado, apenas uma col6nia foi inoculada em 5 mL de caldo MRS.

3.2. CARACTERIZACAO FENOTIPICA PRESUNTIVA DAS BACTERIAS LATICAS -
COLORAGCAO DE GRAM E TESTE DE CATALASE

A caracterizacdo morfolégica se deu pelo método de Gram e as bactérias Gram
positivo e com formato bacilar foram submetidas ao teste de catalase. Agquelas que se

apresentaram como catalase negativo foram selecionadas.

3.3. MANUTENCAO DOS MICRORGANISMOS

Os microrganismos selecionados foram inoculados em 5 mL de caldo MRS (Merck) e
incubados em anaerobiose, a 37°C por 24 horas. Apds o crescimento, uma aliquota de 1 mL
de cada tubo foi transferida para microtubo Eppendorf e adicionado glicerol esterilizado
para 20% v/v, sendo em seguida mantidos em deep freezer (Bio Freezer, Forma Scientific,

Marieta, Ohio) a -80°C, para posterior utilizagdo, quando necessario.

3.4. OBTENCAO DO DNA GENOMICO

Os isolados foram crescidos a 37°C por 18 horas em 10 mL de caldo MRS. As

amostras foram centrifugadas por 1 min a 12.000 xg, lavadas com 1mL de LIiCl 5M e



16

mantidas sob agitagdo durante uma hora. Em seguida, foram novamente centrifugadas, o
pellet foi lavado com 1mL de &gua deionizada, ressuspendido em tampédo TES (50Mm de
Tris-HCI pH 8.0, 10mM de EDTA e 25mM de Sacarose) com lisozima 10mg/mL e mantido a
37°C durante uma hora. A amostra foi mais uma vez centrifugada e o DNA gendmico foi
obtido utilizando-se o kit NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel) de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

3.5. IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS LACTOBACILOS

O método de identificacdo baseou-se na analise de restricdo do DNA entre os genes
16S e 23S do RNA ribossémico amplificado por PCR de acordo com Moreira et al. (2005). O
espacador Interno Transcrito | (ITS I) foi amplificado utilizando 10 pmols de cada um dos
iniciadores 16-1A (5° GAATCGCTAGTAATCG 3’) e 23-1B (5 GGGTTCCCCCATTCGGA 3’)
como descrito por Tilsala et al. (1997), PCR Master Mix (Promega) na concentracdo de uma
vez e 100 ng de DNA genémico. A amplificacdo se deu ao longo de 35 ciclos (95°C por 30
segundos, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) apés a desnaturacao inicial (95°C por 2
minutos) e finalizada pela extenséao final (72°C por 5 minutos). Os amplicons obtidos foram
submetidos a restricdo utilizando 12 enzimas (Sphl, Ncol, Nhel, Sspl, Csp45l, EcoRYV, Dral,
Vspl, Hincll, EcoRl, Hindlll e Avrll) de acordo com as especificacbes do fabricante e

incubados por 2 horas a 37° C.

Os isolados que ndo apresentaram perfil compativel com o existente no Anexo |,
foram submetidos a uma reacdo de PCR da regido 16S do rDNA com 10 pmols dos
iniciadores 1492R (59-GGTTACCTTGTTACGACTT- 39) e 27F (59-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-39) como descrito por Reysenbach et al. (2000). A
amplificacdo se deu ao longo de 35 ciclos (95°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto e 72°C
por 1 minuto) apds a desnaturacgdo inicial (95°C por 2 minutos) e finalizada pela extenséo
final (72°C por 5 minutos). Os amplicons foram purificados com o kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-up System (Promega ,Madison, WI, USA) e enviados para o sequenciamento no
Nucleo de Andlise de Genoma e Expressao Génica (NAGE), localizado no Departamento de

Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de Minas Gerais.
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3.6. CARACTERIZACAO PROBIOTICA

3.6.1. Resisténcia ao Suco Gastrico Artificial

O teste de resisténcia a acidos baseado em Neumann et al. (1991) foi adaptado para
microplacas. Culturas de lactobacilos em fase estacionéria foram ressuspendidas em 1 mL
de solucgéo salina 0,9% pH 7,0 e em 1 mL de suco gastrico artificial (NaCl 2g/L ajustado com
HCI concentrado para pH 2,5) e incubadas a 37°C por 3h. Posteriormente, a solucdo salina
0,9% e o suco gastrico artificial foram desprezados e os pellets ressuspendidos com 1 mL
de caldo MRS. As culturas foram novamente inoculadas a 2% em caldo MRS em uma
microplaca em triplicata que foi incubada em um Microplate Spectophotometer System
SpectraMax 340 (Molecular Devices, CA, USA) a 37°C por 18 horas. A ODgyonm fOi
determinada a cada 30 minutos. A porcentagem de inibicao foi calculada segundo a férmula
1-Asc/Act x 100 apés 6h de incubacdo, onde Asg significa a absorbancia da amostra
desafiada com o suco gatrico artificial e Act significa a absorbancia da amostra controle.
Também foi realizado o calculo da area sob a curva de cada grafico pelo programa
OriginPro 8.5 (OriginLab). Os resultados foram baseados no calculo da média de trés

experimentos independentes.

3.6.2. Tolerancia aos Sais Biliares

Foi avaliada de acordo com Walker e Gilliland (1993) adaptado para microplacas.
Inicialmente os isolados de lactobacilos foram crescidos a uma ODgsonm de 0,6 e feito o
inéculo de 2% em caldo MRS contendo ou nao 0,3% de oxgall (Oxoid Co.) em uma
microplaca. A ODgyonm foi determinada em intervalos de 30 minutos durante 18 horas de
incubacgdo a 37°C no Microplate Spectophotometer System SpectraMax 340. A porcentagem
de inibicao foi calculada segundo a formula 1-Asg/Act X 100 apds 6h de incubagéo, onde Asg
significa a absorbancia da amostra desafiada com o oxgall e Acr significa a absorbéncia da
amostra controle.Também foi feito o célculo da area sob a curva de cada grafico pelo
programa OriginPro 8.5 (OriginLab). Os resultados basearam-se na média de trés

experimentos independentes.
3.6.3. Hidrofobicidade da Superficie Celular
A hidrofobicidade da superficie celular bacteriana foi avaliada através da medida do

MATS (microbial adhesion to solvents) conforme descrito em Pelletier et al. (1997) e Kos et

al. (2003). Culturas de lactobacilos em fase estacionaria foram lavadas duas vezes com
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salina tamponada e ajustadas para uma ODgyonm de 0,6 com 0,1M de KNOs3, pH 6.2 (Ap). Um
volume 0,2 mL de xileno foi adicionado a uma suspenséo de 1,2 mL de células e ap6s 10
minutos de pré-incubacdo a temperatura ambiente, as duas fases do sistema foram
homogeneizadas em vortex por 2 minutos. A fase aquosa foi removida apés 30 minutos e
sua ODgoonm Medida (A;). A porcentagem de MATS foi calculada (1-A1/Ag) x 100. Os isolados
foram classificados como de alta (66,67 a 100%), média (33,37 a 66,66%) e baixa
hidrofobicidade (0 a 33,33%) segundo proposto em Nader-Macias et al. (2008). Os

resultados obtidos basearam-se na média de trés experimentos.

3.6.4. Antagonismo in vitro contra patégenos bacterianos

O procedimento se deu segundo metologia de Branco et al. (2010). Placas contendo
MRS &gar 1,5% foram preparadas e armazenadas 24 horas a 4°C e em seguida incubadas
durante 12 horas a 37°C. Cinco pL dos isolados reativados foram inoculados em MRS agar
1,5%, mantendo um spot definido e foram incubados por 18 horas em anaerobiose a 37°C.
Em caldo Brain Hear Infusion (BHI, Acumedia) seis bactérias patogénicas — Bacillus cereus
ATCC 11778, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 19433,
Escherichia coli ATCC 25723, Salmonella enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 — foram ativadas com inéculo de 2% e crescidas a
37°C durante 18 horas, com dois repigues subsequentes realizados. Em caldo TSB (caldo
soja triptona, Oxoid Co.) suplementado com extrato de levedura 0,5% (Acumedia) o
patdgeno Listeria monocytogenes ATCC 15313 foi ativado com in6culo de 2% e crescido a
28-30°C durante 18 horas, com dois repiques subsequentes realizados. O patégeno
Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae foi cultivado em meio EMJH
(Ellinghausen — McCullogh—Johnson—Harris, Difco, BD Biosciences), preparado conforme o
fabricante e suplementado com Leptospira Enrichment EMJH (Difco, BD Biosciences). Para
0 meio semi-sélido foi acrescido 0,2% de &gar (Bacto Agar, Difco), tornando o meio
adequado para a manutengdo de culturas. Uma amostra com bom crescimento, mostrando
0 anel tipico sobre o agar, foi inoculada (0,5 ml em 5 ml de meio = 10%) do meio semi-sdlido
para o meio liquido e incubada a 28-30°C por trés a cinco dias, tempo suficiente para o
crescimento bacteriano, observado pela turvacdo delicada e clara do meio apos este
periodo de tempo. Os seis patdégenos ativados em caldo BHI foram inoculados a 0,5% em
BHI semi-sélido (0,75% de &gar bacteriol6gico) e foram vertidos sobre as placas contendo
os lactobacilos mortos com vapor de cloroférmio (2 ml em papel filtro), formando uma
sobrecamada. Para a Listeria monocytogenes foi utilizado o meio TSB semi-sélido (0,75%
de &gar bacteriol6gico), onde foram feito in6culos a 0,5% para formar a sobrecamada nas

placas. A amostra de Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae foi inoculada a
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10% em meio EMJH semi-sélido e vertida nas placas, formando a sobrecamada. A atividade
antagonista foi avaliada medindo-se os halos de inibicdo, com um paquimetro, apos
incubacédo das placas. As placas contendo os seis patdgenos inoculados no meio BHI foram
incubadas a 37°C durante 24 horas em aerobiose, as demais placas contendo a Listeria e a
Leptospira foram incubadas a 28-30°C durante 24 horas em aerobiose.

3.6.5. Producao de perdxido de hidrogénio

Os isolados produtores de perdxido de hidrogénio foram identificados segundo
metodologia de Rabe & Hillier (2003). Inicialmente, 2 uL de culturas de Lactobacillus, em
fase estacionaria, foram inoculados em agar TMB-Plus com 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina
(TMB) e horseradish peroxidase (HRP), e incubado a 37°C por 18h em anaerobiose.
Posteriormente, as placas foram expostas ao ar por 30 min, para o aparecimento do
pigmento azul, caso houvesse producédo de H,O,. A intesidade da coloracdo foi definida
como +++ para azuis intensos (quase marrom), ++ para azul, + para coloracédo azul fraca ou

somente nas bordas e — auséncia de cor.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO MORFOTINTORIAL E IDENTIFICAGAO

Das amostras de fezes dos animais obteve-se 79 isolados que foram selecionados de
acordo com as caracteristicas morfotintoriais (Gram e forma bacilar) e fisiolégicas (catalase),
Destes 41 isolados foram caracterizados como Gram positivo e catalase negativo.

A identificagdo molecular seguiu a proposta de Moreira et al. (2005) que é capaz de
estabelecer 41 das 106 espécies de lactobacilos. O método se baseia na presenca de
insercdes génicas (tRNAs) na regido do espacador transcrito da regido 16S e 23S rRNA. A
amplificacdo desta regidao genémica € capaz de estabelecer trés grupos de géneros de
bactérias do acido latico: Streptococcus/Lactococcus com um Unico espacador,
Enterococcus com dois espacadores de tamanhos diferentes, e Lactobacillus/Weissella/
Pediococcus com trés espacadores de tamanhos diferentes. Desse modo, dos 41 isolados,
37 apresentaram trés espacadores, pertencendo ao grupo do género Lactobacillus.

Em seguida, deu-se a digestao enzimatica dos amplicons das amostras pertencentes
ao grupo do género lactobacilos. Doze enzimas foram utilizadas (Sphl, Ncol, Nhel, Sspl,
Csp45l, EcoRYV, Dral, Vspl, Hincll, EcoRlI, Hindlll e Avrll) e com elas foi possivel identificar
dez espécies de Lactobacillus (Figura 3; Anexo I) com a seguinte distribuicdo: L. reuteri
(52%), L. fructivorans (12%), L. animalis (9%), L. murinus (6%), L. sanfranciscensis (6%), L.
plantarum A (3%), L. acidophilus (3%), L. salivarius (3%), L. sakei (3%), e L. paralimentarius
(3%). Sete isolados nado foram identificados através dos perfis de restricdo. O isolado
numero 2 nao foi identificado devido ao baixo rendimento do DNA, os isolados nimero 17,
18, 19, 20, 21 e 22 nao mostraram perfis que puderam ser identificados de acordo com o
Anexo |. Estes isolados foram submetidos ao sequenciamento da regido 16S rDNA (NAGE).
ApoOs o0 sequenciamento, foi possivel identificar mais quatro isolados, dentre eles o nimero 2
(L. reuteri), 17 (Enterococcus hirae), 18 (L. animalis), 19 (Enterococcus faecium) 20
(Enterococcus faecalis), 21 (L. reuteri) e 22 (Enterococcus hirae). Os isolados 17, 19, 20 e
deveriam ter sido excluidos apos a amplificacdo da regido do espacador transcrito da regido
16S-23S rDNA e também pelo teste de gram, ja que se apresentariam na forma de cocos
gram positivo e ndo como bacilos gram positivo. Os dados referentes ao sequenciamento da
regido 16S rRNA encontram-se no apéndice IV. A relacdo dos isolados e sua respectiva
identificac@o encontra-se na Quadro 1.

A abundéncia de espécies é demonstrada na figura 2, sendo a espécie L. reuteri a
mais prevalente, correspondendo aproximadamente a 50% dos isolados. No trabalho de
McCoy e Gilliland (2004) dos 22 isolados de lactobacilos isolados, 18 correspondiam a L.

reuteri, representando a maioria das amostras, corroborrando os resultados encontrados
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nas amostras do presente estudo. Entretanto, Beasley (2004) fez o isolamento e a
identificacdo de bactérias 4cido-laticas de fezes caninas pelo sequenciamento do gene 16S
rRNA e identificou LAB em 67% das amostras, sendo 16,2% Lactobacillus rhamnosus,
12,6% Lactobacillus casei e 10,8% Lactobacillus salivarius. O L. reuteri € considerada a
espécie mais prevalente entre os lactobacilos que habitam a microflora intestinal dos
humanos, mamiferos e aves. Possuem um amplo espectro de hospedeiros, como ovelhas,
frangos, porcos e roedores, podendo também ser encontrados em alimentos, como na
carne, no leite e seus derivados (Semjonovs et al. 2008). Das espécies identificadas neste
trabalho, L. salivarius, L. reuteri e L. murinus ja foram previamente encontradas em fezes

caninas por outros autores (Fujisawa and Mitsuoka, 1996; Greetham et al, 2002).

Quadro 1: Espécies de bactérias laticas isoladas de fezes de caes lactentes.

Isolado Espécie Isolado Espécie
1 Lactobacillus animalis 19 Enterococcus faecium
2 Lactobacillus reuteri 20 Enterococcus faecalis
3 Lactobacillus sanfranciscensis 21 Lactobacillus reuteri
4 Lactobacillus reuteri 22 Enterococcus hirae
5 Lactobacillus reuteri 23 Lactobacillus murinus
6 Lactobacillus animalis 24 Lactobacillus murinus
7 Lactobacillus reuteri 25 Lactobacillus salivarius
8 Lactobacillus reuteri 26 Lactobacillus reuteri
9 Lactobacillus sanfranciscensis 27 Lactobacillus reuteri
10 Lactobacillus reuteri 28 Lactobacillus sakei
11 Lactobacillus reuteri 29 Lactobacillus fructivorans
12 Lactobacillus reuteri 30 Lactobacillus fructivorans
13 Lactobacillus reuteri 31 Lactobacillus fructivorans
14 Lactobacillus reuteri 32 Lactobacillus fructivorans
15 Lactobacillus plantarum A 33 Lactobacillus reuteri
16 Lactobacillus acidophilus 34 Lactobacillus reuteri
17 Enterococcus hirae 35 Lactobacillus reuteri
18 Lactobacillus animalis 36 Lactobacillus reuteri
37 Lactobacillus paralimentarius
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W L. animalis B L. sanfranciscensis @ L. reuteri
W L. plantarum A Wl L. acidophilus E L. murinus
M L. salivarius M L. sakei L. fructivorans

@ L. paralimentarius

3% 6%

2

Figura 3: Abundancia de espécies de lactobacilos isoladas de fezes caninas.

4.2 — CARACTERIZACAO PROBIOTICA:
4.2.1 — Resisténcia ao Suco Gastrico Atrtificial

Para promover os efeitos benéficos o probibtico deve resistir e manter a viabilidade
sob as condicdes adversas ou desafios impostos pelo organismo do hospedeiro. O primeiro
destes desafios € o suco gastrico, que contém as enzimas gastricas digestivas que
funcionam em um pH extremamente baixo. Muitas bactérias ndo sobrevivem bem em pH
acido (Jin et. al. 1998), os efeitos adversos do baixo pH na fisiologia da bactéria ainda ndo
foram completamente entendidos, mas a acidificacdo interna reduz a atividade de enzimas
sensiveis, 0 que resulta em danos para proteinas e para o DNA (Leeber et al.. 2008). Sabe-
se que a fisiologia do trato digestivo dos cées é diferente em relacdo aos seres humanos e
gue o pH no estbmago estd em torno de 3,4 (Zink et al.. 2008).

Os graficos referentes ao crescimento das bactérias sao apresentados no Apéndice |
e a porcentagem de inibicdo de cada isolado é apresentada no Quadro 2. A porcentagem
de inibicdo foi calculada de duas maneiras diferentes e os resultados comparados,
primeiramente através da porcentagem de inibicdo apos 6 horas de crescimento e depois
pelo calculo da area sob a curva dos graficos. Alguns isolados apresentaram grande
diferenca entre os resultados obtidos pelas duas formas de avaliagdo do crescimento, um
exemplo foi o isolado numero 4 que apresentou uma taxa de inibicdo de 51% em 6 horas e
12,95% pela area sob a curva do grafico. Outros, entretanto, ndo mostraram grande
diferenca nos valores da taxa de inibicdo, como o isolado 22 (6h = 12,98%, area = 15,95%).

O célculo da area sob a curva dos graficos se mostrou mais coerente, pois leva em
consideracgdo as 18 horas de crescimento medidas e ndo apenas um Unico ponto no grafico

de crescimento bacteriano, correspondente as 6 horas. Portanto, pelo célculo da area sob a
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curva dos graficos observamos que quase todas as amostras puderam ser consideradas
resistentes ao pH acido, sendo os isolados 1 (L. animalis, -20,2%), 2 (L. reuteri, 0,55%), 3
(L. sanfranciscensis, 1,88%), 5 (L. reuteri, 3,49%), 6 (L.animalis, 0,52%), 7 (L. reuteri)
(5,29%), 8 (L. reuteri, 5,27%), 9 (L. sanfranciscensis, 0,96%), 10 (L. reuteri, 1,02%), 11 (L.
reuteri, 3,12%), 12 (L. murinus, 1,49%), 13 (L. reuteri, 2,58%), 14 (L. reuteri, 0,94%), 15 (L.
plantarum A, 1,75%), 16 (L. acidophilus, 4,78%), 17 (n&o identificado, 2,84%), 18 (n&o
identificado, 1,19%), 19 (n&o identificado, 1,09%), 20 (L. reuteri, 1,24%), 21 (n&o
identificado, 0,87%), 23 (L. muriuns, 3,9%), 24 (L. murinus, -0,98%), 25 (L. salivarius,-1,9%),
26 (L. reuteri, -0,03), 27 (L. reuteri, 0,59%), 28 (L. sakei, 3,42%), 29 (L. fructivorans, 2,44%),
30 (L. fructivorans, 4,78%), 31 (L. fructivorans, 8,07%), 32 (L. fructivorans, 8,64%), 33 (L.
reuteri, 1,46%), 34 (L. reuteri, -0,5%), 35 (L. reuteri, 0,23%) e 37 (L. paralimentarius, 9,78%).

Strompfova et al. (2006), verificando a viabilidade de uso de L. fermentum AD1 como
probidtico para caes saudaveis, obtiveram uma taxa de sobrevivéncia da bactéria em pH 3,0
depois de 3 horas de incubacdo a 37°C de aproximadamente 86,8%, ou seja, uma taxa de
inibicdo de crescimento de 13,2%. A taxa de sobrevivéncia foi considerada suficiente,
entretanto um pouco baixa em pH acido (Strompfova et al. 2006). A maior parte (35/37) dos
isolados em nosso estudo mostraram uma porcentagem de inibicdo, em pH 2,5, variavel de
0 a 13,2%, podendo suas taxas de inibicdo serem consideradas como suficientes com base
no trabalho do grupo de Strompfova. Os isolados 4 (L. reuteri, 12,95%), 22 (ndo identificado,
15,95%) e 36 (L. reuteri, 11%) foram os Unicos que apresentaram taxas de inibicdo acima de
10%, as quais classificamos como tolerantes. O resultado obtido corrobora com outros
autores (Morelli, 2000) que observaram que bactérias de origem intestinal tendem a ser

mais resistentes aos acidos estomacais.
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Quadro 2: Taxa de inibicdo de crescimento dos isolados em presenca de suco gastrico

artificial em 6h e pela area sob a curva do gréfico.

olado 0 Area oladao 0 Area

1 8,47 -20,2 19 1,32 1,09
2 -0,08 0,55 20 2,16 1,24
3 0,22 1,88 21 -1,29 0,87
4 51 12,95 22 15,98 15,95
5 5,29 3,49 23 4,31 3,90
6 -1,86 0,52 24 -3,16 -0,98
7 14,34 5,29 25 -1,22 -1,9
8 15,35 5,27 26 1,08 -0,03
9 0,37 0,96 27 1,17 0,59
10 1,23 1,02 28 4,92 3,42
11 3,26 3,12 29 0,61 2,44
12 1,61 1,49 30 9,07 4,78
13 0,41 2,58 31 10,47 8,07
14 0,14 0,94 32 11,08 8,64
15 -3 1,75 33 1,96 1,46
16 9,5 4,78 34 -1,54 -0,5
17 3,07 2,84 35 1,93 0,23
18 3,16 1,19 36 14,35 11
37 11,91 9,78

4.2.2 - Resisténcia a Sais Biliares

Além de ter que tolerar o pH 4cido no estbmago, os probibticos tém como desafio os
sais biliares intestinais. Os sais biliares representam moléculas anfipaticas com atividade
antimicrobiana, agindo como detergentes, rompendo membranas biol6gicas (Leeber et al..
2008). A concentragdo intestinal dos &acidos biliares no trato intestinal humano € de
aproximadamente 0,3%, entrentanto no trato intestinal canino pouco se sabe a respeito
deste parametro (Strompfova, 2006). Sabe-se também que a taxa de resisténcia aos sais
biliares tende a variar entre as bactérias acido laticas e entre as linhagens de uma mesma

espécie (Xanthopoulos, 1997).

Os graficos que mostram o crescimento bacteriano em presencga de oxgall 0,3% sé&o
apresentados no Apéndice Il e a porcentagem de inibicdo para cada isolado é apresentada
na Quadro 3. A porcentagem de inibicdo foi calculada de duas maneiras diferentes e os

resultados comparados, primeiramente através da porcentagem de inibicdo ap6s 6 horas de
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crescimento e depois pelo célculo da area sob a curva dos gréaficos. Notou-se uma diferenca
em todos os isolados entre os resultados nos célculos da porcentagem de inibicao por 6h de
crescimento e pela area dos graficos. O célculo da area dos graficos se mostrou mais
coerente, pois levou em consideracdo as 18 horas de crescimento e ndao apenas um Unico

ponto do grafico correspondente a 6 horas.

No trabalho desenvolvido por Strompfova et al. (2006) a taxa de sobrevivéncia de L.
fermentum AD1 na presenca de 1% de oxgall a 37°C depois de 24 horas de incubacéo foi de
aproximadamente 75,4%, o que caracteriza uma taxa de inibicdo de crescimento bacteriano
de 24,6%. O mesmo autor em 2004, avaliando os géneros lactobacilos e enterococos como
probidticos, verificou uma taxa de sobrevivéncia variavel entre seis linhagens de lactobacilos
em 1% de oxgall a 37°C depois de 24 horas de incubacédo, com as taxas de sobrevivéncia
bacteriana variarando entre 67% (linhagem D1) e 75% (linhagem AD1). As taxas de inibicdo
de crescimento, portanto, variaram de 25% a 33%. Em nosso trabalho destacam-se as
amostras: 20 (L. reuteri, 29,6%), 23 (L. murinus, 30,35%), 26 (L. reuteri, 31,9%) e 28 (L.

sakei, 31,05%), tidas como as mais resistentes ou tolerantes aos sais biliares.

Gilliland et al. (1984) avaliaram o crescimento de sete linhagens de lactobacilos com e
sem oxgall 0,3% e consideraram como resistentes aos sais biliares trés linhagens que
apresentavam um tempo necessario de até 6 horas para atingir o valor de ODgonm de 0,3. O
trabalho de McCoy e Gilliland (2004) comparou o crescimento dos lactobacilos em presenca
e na auséncia de oxgall 0,3% e foram observados quatro isolados de L. reuteri que
apresentavam um crescimento mais rapido em relacdo aos demais, considerando-os como
melhores probidticos, levando-se em consideracdo 0 tempo necessario para aumentar o
valor de ODgonm de 0,3. Este método, entretanto, ndo € o ideal para avaliar os isolados de
fezes caninas do presente estudo quanto a inibicdo pelos sais biliares, pois eles apresentam
diferentes padrbes de crescimento, ndo podendo ser comparados como mais ou menos
resistentes ao oxgall 0,3% apenas por atingirem um valor de ODgzonm de 0,3 em menor
tempo, caso o valor inicial de ODgyonm N@0 tenha sido padronizado antes de ser feito o

in6culo nas microplacas.

Se esse padrdo de avaliagdo fosse levado em consideracdo em nosso estudo,
aproximadamente 81% das bactérias seriam consideradas resistentes, pois levam menos de
6 horas para atingir um valor de ODgonm de 0,3 e 19% dos isolados seriam considerados
tolerantes pois ndo alcancaram o valor de ODgyonm de 0,3 em 6 horas, mas apresentaram
crescimento bacteriano. O resultado ndo condiz com aquele obtido por meio do célculo da
area sob a curva do gréfico. Portanto, o melhor método para se avaliar a inibicdo aos sais

biliares € a andlise da area dos gréficos, pois, representa a diferenca proporcional entre os
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crescimentos dos isolados na presenca e na auséncia de oxgall 0,3% ao longo de todo
periodo de 18 horas avaliado.

Levando-se em consideragdo o célculo da area sob a curva dos graficos de
crescimento dos isolados caninos na presenca e na auséncia de sais biliares, os isolados
foram classificados como resistentes (até 40% de inibic&o), tolerantes (40 a 60% de inibicao)
e sensiveis (mais de 60%). As amostras tidas como resistentes foram a 2 (L. reuteri, 39,8%),
5 (L. reuteri, 39%), 8 (L. reuteri, 39,1%), 9 (L. sanfransciscensis, 37,8%), 10 (L. reuteri,
30,6%), 12 (L. reuteri, 36%), 14 (L. reuteri, 33,45%), 15 (L. plantarum A, 35,8%), 17 (ndo
identificado, 37%), 20 (E. faecalis, 29,6%), 22 (n&o identificado, 39%), 23 (L. murinus,
30,35%), 25 (L. salivarius, 38,5%), 26 (L. reuteri, 31,9%), 27 (L. reuteri, 28,7%), 28 (L. sakei,
31,05%), 33 (L. reuteri, 34,95%) e 36 (L. reuteri, 37,15%). As bactérias que foram
consideradas sensiveis foram apenas a nimero 1 (L. animalis, 80%), 29 (L. fructivorans,
66,2%) e 31 (L. fructivorans, 61,85%), os isolados restantes foram considerados como
tolerantes. De acordo com o resultado, 45% dos isolados revelaram-se resistentes ao oxgall

0,3%, 47% tolerantes e apenas 8% mostraram-se sensiveis.
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Quadro 3: Taxa de inibicdo do crescimento dos isolados em presenca de oxgall 0,3% em 6h
e pelo célculo da &rea sob a curva do gréfico.

% de % de bicao % de % de bicao
olado pDICAao 6 Area oladao DICA0 6 Area

1 59,35 80,0 19 60,5 43,75
2 55,8 39,8 20 40,7 29,6
3 69,8 48,85 21 53,65 41,65
4 64,45 42,10 22 56,55 39
5 63,7 39 23 40 30,35
6 79 54,05 24 62,35 44,3
7 63,9 40,9 25 49,35 38,5
8 63,55 39,10 26 43,2 31,9
9 61,35 37,8 27 37,45 28,70
10 56,4 30,6 28 41,7 31,05
11 71,8 45,35 29 74,05 66,2
12 64,2 36 30 63,05 56,6
13 66,95 41,4 31 72,55 61,85
14 59,7 33,45 32 79,25 55,9
15 61,4 35,8 33 53,35 34,95
16 55,25 42,5 34 64 50,3
17 50,1 37 35 58,45 44,2
18 55,5 42,85 36 53,2 37,15
37 61,15 46,8

4.2.3 — Hidrofobicidade da Superficie Celular

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

Os resultados de MATS encontram-se no Quadro 4. Lactobacilos probiéticos isolados
de bovinos também foram submetidos ao teste de adesdo a hidrocarbonetos para verificar

sua hidrofobicidade no trabalho desenvolvido por Nader-Macias et al. (2008) e mais de
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92,2% das amostras apresentaram hidrofobicidade relativamente baixa (0 a 33%), 5,4%
média hidrofobicidade (33,34 a 66,66%) e apenas 2,4% dos isolados apresentaram alta
hidrofobicidade (66,67% a 100%). De acordo com este critério, 0s novos isolados de caes
considerados como de alta hidrofobicidade correspondem ao numero 1 (L. animalis,
69,87%), 4 (L. reuteri, 67%), 5 (L. reuteri, 67,04%), 7 (L.reuteri, 76,59%),13 (L.reuteri,
66,71%), 14 (L. reuteri, 69,08%) e 15 (L. plantarum A, 67,90%), representando cerca de
19% dos isolados; os de média hidrofobicidade correspondem a aproximadamente 81%, e
nenhum isolado apresentou baixa hidrofobicidade da superficie celular. Também para
avaliar a hidrofobicidade da superficie celular de isolados de seis espécies diferentes de
lactobacilos provenientes de produtos industriais, Pelletelier et al. (1997) realizaram o teste
de MATS para o hexadecano, um solvente apolar organico, e verificaram que o0s
microrganismos estudados eram relativamente hidrofilicos, com as porcentagens de adeséo

ao solvente variarando entre 2,7 e 26,5%.

Quadro 4: Porcentagem de adeséao dos isolados em solvente organico apolar (xileno).

1 69,87 19 48,60
2 66,11 20 51,81
3 49,75 21 44,71
4 67,04 22 37,88
5 67,73 23 48,83
6 48,03 24 47,84
7 76,59 25 48,11
8 61,50 26 44,04
9 44,55 27 44,65
10 64,47 28 47,24
11 53,02 29 46,78
12 54,50 30 48,99
13 66,71 31 47,70
14 69,08 32 46,66
15 67,90 33 45,76
16 51,18 34 46,76
17 47,26 35 44,66
18 49,13 36 46,19

37 50,57
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4.2.4 — Antagonismo in vitro e sintese de peroxido de hidrogénio

Os resultados do teste de antagonismo podem ser observados no Apéndice Il e na
Quadro 5 e ainda na Figura 4. As bactérias isoladas no presente trabalho apresentaram
atividade antagonista para patégenos Gram positivos e Gram negativos, o efeito inibitério
podendo ser devido a producgéo de H,0O,, acido latico, bacteriocinas, substancias que agem
como antibiéticos, ou a combinacgédo de varios destes compostos (Nardi et al. 2005).

Os isolados de fezes que apresentaram antagonismo para os sete patdgenos testados
(Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Salmonella enterica sorovar Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa e Listeria
monocytogenes) foram o numero 2 (ndo identificado), 4 (L. reuteri), 5 (L. reuteri), 9 (L.
sanfranciscensis), 11 (L. reuteri), 12 (L. reuteri), 13 (L. reuteri), 14 (L. reuteri), 22 (ndo
identificado), 28 (L. sakei), 34 (L. reuteri), 35 (L. reuteri) e 36 (L. reuteri). Nota-se que a
maioria (66,6%) dos isolados que apresentam bom antagonismo aos sete patdégenos
pertencem a espécie L. reuteri, e isso pode ser devido a producao de acido latico e, também
de outras substancias antimicrobiana de amplo espectro como a reuterina. Esta substancia
€ produzida durante o metabolismo anaerdbico do glicerol e € capaz de inibir bactérias de
varios géneros incluindo Salmonella, Escherichia, Pseudomonas e Staphylococcus
(Axelsson et al. 1989). O L. reuteri € uma bactéria acido-latica heterofermentativa presente
na fermentacéo de cereais e habitante comum do trato gastrointestinal dos humanos e dos
animais. As linhagens de L. reuteri sdo capazes de produzir potentes antimicrobianos além
de bactericionas e 4cidos organicos. A bactericiona reutericina 6 foi identificada em isolados
intestinais. A reutericilcina foi identificada primariamente em linhagens isoladas de cereais. A
producdo de dois ou mais destes antimicrobianos por uma Unica linhagem ainda néo foi
descrito (Ganzle, 2004).

Segundo McCoy e Gilliland (2004) todos os isolados de L. reuteri isolados de cées
apresentaram efeito inibitério no crescimento de S. enterica sorovar Typhimurium, do
mesmo modo, neste estudo todos os isolados mostram uma grande inibicdo de crescimento
contra Salmonella, e este € um dado muito importante, levando-se em consideragdo que a
S. enterica sorovar Typhimurium é um dos patdégenos intestinais que mais acomete os caes

e ainda possui potencial zoonético (Rinkinen, 2003).

Da mesma forma, a Escherichia coli é outro patdgeno que acomete os cdes, podendo
causar diarreia e osteomeolite (Pereira et al. 2009). Nota-se que a grande maioria,

correspondente a 92% dos isolados caninos, apresentou inibigéo a E. coli.
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Em contrapartida, o patégeno que sofreu menor atividade antagonista aos acidos e
substancias antimicrobianas dos lactobacilos foi o Bacillus cereus, ndo apresentando halo
de inibicdo de crescimento a 16 dos 37 isolados avaliados. Trata-se de um patégeno Gram
positivo, aerébio ou anaerdbio facultativo, formador de esporos. E causador de sindromes
gastrointestinais nos animais nos homens, estando também associado a infeccoes
hospitalares em pacientes imunocomprometidos. Os esporos séo altamente resistentes ao
calor e a agentes quimicos (Drobniewski, 1993), o que poderia explicar a maior resisténcia
deste patdégeno aos antimicrobianos produzidos pelos isolados de lactobacilos.

Foram testados também oito isolados de Lactobacillus sp (isolados de 1 a 8) para
Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae e nenhum deles apresentou halo de
inibicdo ao crescimento do patdgeno, indicando uma auséncia de atividade antagonista.
Nota-se também que a maioria das bactérias (89%) apresentou atividade antagonista para
Enterococcus faecalis, considerada uma BAL, mostrando que pode existir outra substancia

antagonista diferente do acido latico.

Figura 4: Antagonismo de um isolado de lactobacilo contra Escherichia coli, com o spot

central de um isolado de lactobacilos e o halo de inibicdo translicido em volta.
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Quadro 5: Antagonismo in vitro dos isolados contra os sete patdégenos, na seguinte ordem:

Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,

Escherichia coli, Salomonella enterica tiphymurium, Pseudomonas aeruginosa.

olado A ago

O
O
O
>
O
O
O

1 i 19 -ttt
2 4+t 20 A+ttt -
3 4+ttt - 21 -ttt
4 o+t 22 At
5 4+ttt 23 -ttt
6 -+t 24 I
7 -+t 25 R
8 -+t 26 I
9 A+ttt 27 R
10 o+ttt 28 RS SR
11 o+ttt 29 -t -+ttt
12 o+ttt 30 — ot
13 o+ttt 31 — ettt
14 o+ttt 32 — ot
15 -+t 33 R
16 -+t 34 A+t
17 -ttt 4 35 ottt
18 -+ttt 36 A+t

37 R

z

O peréxido de hidrogénio € produzido normalmente por isolados de lactobacilos
vaginais, podendo também estar associados a lactobacilos intestinais ou que vivem no
ambiente (Martin e Suarez, 2009). Estdo associados a capacidade de colonizacdo e
protecdo vaginal, sendo importante para a manutencdo da homeostase da microbiota,
combatendo bactérias patogénicas (Vallor et al. 2001). Segundo Pridmore et al. (2008), o
isolado intestinal humano L. jonhsoni NCC 533 é capaz de produzir peréxido de hidrogénio
(H202) que é capaz de matar o patégeno Salmonella enterica sorovar Typhimurium,
reconhecidamente um patégeno intestinal canino (Rinkinen et al. 2003), em uma

concentracdo minima de 128 puM.

A Figura 5 e a Quadro 6 mostram os resultados do teste de perdxido de hidrogénio
nos 37 isolados de fezes caninas. As principais espécies produtoras de perdxido de
hidrogénio sdo L. crispatus e L. jensenii (Branco et al. 2010), entretanto ja foram
encontradas outras espécies capazes de produzir esta substancia, como L. plantarum
(Jonhson e Delwiche, 1965), L. sakei (Chaillou et al. 2005), L. acidophilus (Collins e

Aramaki, 1980) e L. delbrueckii bulgaricus e também outros géneros de BAL como
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Lactococcus lactis (Dahiya e Speck, 1968). No presente trabalho, a grande maioria (34/37)
das bactérias se mostrou como baixa produtora de perdéxido de hidrogénio. As Unicas
bactérias que ndo poderiam ser utilizadas como possiveis vetores vacinais vaginais, por ndo
produzirem a substancia em questéo, seriam a 1 (L. animalis), a 16 (L. acidophilus) e a 22
(ndo identificada). Ao contrario das linhagens de L. acidophilus isoladas de leite desnatado
por Collins e Aramaki (1980), o nosso isolado de numero 16 de L. acidophius né&o

apresentou nenhuma producéo de peroxido.

Figura 5: Perfis de produgdo de peroxido de hidrogénio dos isolados de lactobacilos de
fezes caninas. A esquerda mostra-se uma placa com os isolados de 1 a 32, & direita estéo
os isolados restantes de 33 a 37 e mais quatro amostras controle positivo.
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Quadro 6: Avaliagdo qualitativa dos perfis de producdo de peroxido de hidrogénio. Os
isolados foram classificados como de alta producéo (+++), média (++), baixa (+) e nenhuma

producéo de peroxido (-).

1 - 19 +

2 + 20 +

3 + 21 +

4 + 22 -

5 + 23 +

6 + 24 +

7 + 25 +

8 + 26 +

9 + 27 +

10 + 28 +
11 + 29 +
12 + 30 +
13 + 31 +
14 + 32 +
15 + 33 +
16 - 34 +
17 + 35 +
18 + 36 +
37 +

4.3 — Probiéticos em potencial

O Quadro 7 mostra os resultados para os cinco testes de caracterizacao probidtica
realizados nos 37 isolados de lactobacilos de fezes caninas. Como possiveis veiculos
vacinais orais destacaram-se os isolados nimero 2 (L. reuteri), 5 (L. reuteri), 7 (L. reuteri),
8 (L. reuteri), 10 (L. reuteri), 14 (L. reuteri) e 15 (L. plantarum A), uma vez que apresentam
baixa inibicdo por acidos, baixa ou moderada inibicdo por sais biliares, boa capacidade de
associacdo a solventes orgéanicos (hidrofobicidade) e um bom antagonismo, sendo capazes
de inibir todos ou quase todos os patdgenos testados, podendo auxiliar no combate as

infec¢Bes do trato gastrintestinal.
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Quadro 7: Resultado da caracterizacao probiética dos lactobacilos isolados de fezes de cées lactentes.
Caracteristica desejavel:l_], caracteristica indesejavel:[]

Obs: Isolados 1 a 16 provenientes de cées Crista Chinés. Isolados 17 a 37 provenientes de caes York Shire Terrier.

Isolado

Identificagdo

Antagonismo

Hidrofobicidade (%)

Inibicdo em Suco
gastrico (%)

Area

biliares (%)

Area

Inbigdo em Sais | Peroxido de
Hidrogénio

1 L. animalis B 69,87 -20,2 79,95 |
2 L. reuteri HHHHH 66,11 0,55 39,8 +
3 L. sanfranciscensis +HH+H- - 1,88 - +
4 L. reuteri HHHH 67,04 42,1 +
5 L. reuteri +++++++ 67,73 3,49 39 +
6 L. animalis -+ 48,03 0,52 +
7 L. reuteri -+ 76,59 5,29 40,9 +
8 L. reuteri -+ 61,50 5,27 39,1 +
9 L. sanfranciscensis HHHH - 0,96 37,8 +
L. reuteri +—+++++ 64,47 1,02 30,6 +

L. reuteri HH+H 53,02 3,12 45,35 +

L. reuteri HHHHH 54,50 1,49 36 +

L. reuteri HH+H 66,71 2,58 41,4 +

L. reuteri HHHHH 69,08 0,94 33,45 +

L. plantarum A +H—t++++ 67,90 1,75 35,8 +

L. acidophilus =+t - 4,78 - I

ndo identificado —— 47,26 2,84 37 +

L. animalis —HHHH 49,13 1,19 42,85 +

ndo identificado -+t - 1,09 - +

E. faecalis HHH- 51,81 1,24 29,6 +

L. reuteri —tH 44,71 0,87 41,65 +

ndo identificado +HHH+++ - - 39 I

L. murinus —tH 48,83 3,90 30,35 +

L. murinus - - -0,98 - +

L. salivarius —HHHH- 48,11 -1,9 38,5 +

L. reuteri S 44,04 -0,03 31,9 +

L. reuteri —+++++- - 0,59 28,7 +

L. sakei - 47,24 3,42 31,05 +

L. fructivorans —t—t+++ - 2,44 - +

L. fructivorans —t++++++ - 4,78 - +

L. fructivorans —t++++++ - 8,07 - +

L. fructivorans —t++++++ - 8,64 - +

L. reuteri —tHHH 45,76 1,46 34,95 +

L. reuteri +++++++ - -0,5 - +

L. reuteri HHHHH 44,66 0,23 44,2 +

L. reuteri HHHHHH 46,19 i 37,15 +

L. paralimentarius =++++++ - 9,78 - +
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O uso de lactobacilos como probidticos no tratamento e prevencdo de doencas néo é
novo. Os probidticos tém sido amplamente usados em humanos terapeuticamente para
modular a resposta imune, abaixar os niveis de colesterol, tratar artrite reumatéide, prevenir
cancer, tratar intoleréncia a lactose, prevenir e reduzir os efeitos da dermatite atdpica, além
de serem uteis no tratamento da doenca de Crohn, diarreia, constipacdo, candidiase e
infeccBes do trato urinario (Reid, 1999).

Tem sido sugerido que os probidticos sdo benéficos na manutencao da saude do trato
gastrintestinal dos cées (Biourge et al. 1998). Existe um interesse no uso de probiéticos,
como espécies de lactobacilos, para ajudar no controle de patégenos intestinais e melhorar
a nutricdo dos animais (McCoy e Gilliland, 2007). As espécies de lactobacilos devem ser de
origem intestinal canina, ja que os isolados exibem especificidade ao hospedeiro (McCoy e
Gilliland, 2007). Os isolados devem ser resistentes ou tolerantes aos desafios ao longo do
trato gastrintestinal, como o pH acido do estdmago e a secrec¢édo de sais biliares ao longo do
intestino delgado, para que possam persistir e se estabelecer ao longo do trato digestivo dos
cdes. E necessario também que a bactéria candidata a probidtico tenha uma alta
capacidade de associacdo a solventes organicos (bom potencial de adesdo a superficies
hidrofébicas), além de uma forte atividade antagonista a bactérias enteropatogénicas. Neste
sentido, foram selecionados sete isolados como potenciais veiculos vacinais orais, sendo 6
pertencente a espécie L. reuteri e um pertencente a espécie L.plantarum A.

Entretanto, ainda sdo necessarios mais testes para uma caracteriza¢cdo probidtica
mais completa. Os sete isolados selecionados ainda devem ser submetidos ao teste de
antagonismo in vitro a Leptospira interrogans sorovar Icteronaemorrhagiae a fim de verificar
a atividade inibitéria a este patdogeno. Testes in vitro devem ser feitos, como a adesédo a
células Caco-2 e a capacidade de resisténcia a antibidticos (antibiograma). Também testes
in vivo devem ser realizados em camundongos a fim de avaliar a atividade

imunomodulatoria bacteriana pela analise da producgéo de citocinas por Real-Time PCR.
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ANEXOS
Anexo |: Perfis de digestédo esperado para a determinacdo das espécies de lactobacilos. Os “+” representam
digestdes positivas entre as regides 16S-23S para os espacadores maior, intermediario e menor de Lactobacillus.
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APENDICES:
Apéndice I: Curvas de crescimento obtidas para os isolados de lactobacilos desafiados com suco gastrico artificial.

A linha azul equivale ao crescimento controle, a linha vermelha ao crescimento com o desafio. A porcentagem de inibicdo é mostrada no Quadro 2.
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Apéndice II: Curvas de crescimento obtidas para os isolados de lactobacilos na presenca de oxgall 0,3%.

A linha azul equivale ao crescimento controle, a linha vermelha ao crescimento com oxgall 0,3%. A porcentagem de inibicdo é mostrada na QUADRO 3.
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Apéndice lll: Teste de antagonismo contra patdgenos. Tamanho dos halos inibitérios em mm (diametro).
Auséncia de Halo:[_], Halo até 10 mm:[_], Halo entre 10,1 e 20 mm: [_] Halo > 20,1 mm: Bl Spot médio 8,15 mm. NT = n&o testado 67

Bacillus cereus 0 16,7 17,6
Bacilales Listeria
Gram Firmicutes Bacilli monocytogenes
- Staphylococcus 0 18,2 19,7 16,7 17,1
aureus
Lactobacillales Enterococcus faecalis 15,5 18,6 19,2 19,7 20,0
Enterobacteriales | Escherichia coli 16,4 17,7 18,3 16,1 0 0 0
Gram | Proteobacteria | Gammaproteobacteria Salmonella enterica
Q) Pseudomonadales | Pseudomonas 0 20 0 20 20
aeruginosa
Spirochaetes Spirochaetales Leptospiraceae Leptospira interrogans 0 0 0 0 0 0 0 0 NT
Bacillus cereus 17,4 0 0 0
Gram Firmicutes Bacilli Bacilales Listeria 0
+) monocytogenes
Staphylococcus 18,2 19,8 0 11,8 18,8
aureus
Lactobacillales Enterococcus faecalis 0 0 0
Escherichia coli
Enterobacteriales -
Gram | Proteobacteria | Gammaproteobacteria Salmonella enterica
Q) Pseudomonadales | Pseudomonas 16,4
aeruginosa
Spirochaetes Spirochaetales Leptospiraceae Leptospira interrogans NT NT NT NT NT NT NT NT NT
Bacillus cereus 0 15 0 0 0 0 0 19,8 0
Gram Firmicutes Bacilli Bacilales Listeria 19,7
*) monocytogenes
Staphylococcus 14,8 16,4 15,2 0 13,7 0 18,4 0
aureus
Lactobacillales Enterococcus faecalis 13,3 18,5 14,6 17,8 18,4
Escherichia coli
Enterobacteriales -
Gram | Proteobacteria | Gammaproteobacteria Salmonella enterica
Q) Pseudomonadales | Pseudomonas 17,9 18,6 18,9 0 0 0 0 19,1 19,1
aeruginosa
Spirochaetales Leptospiraceae Leptospira interrogans NT NT NT NT NT NT NT NT NT
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Apéndice IV: Dados do sequenciamento das amostras nédo identificadas pelo PCR-
ADRA.
As amostras foram as de numeros 2, 17, 18, 19, 20, 21, 22.

17>B05 well B05 Placal60_Seq 160211 Run0l Cimarron 3.12 881 (canino amostra 2)
GTAACGCGGCGGTGTGCTAAATACATGCAAGTNGTACGCACTGGCCCAACTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGACGATGG
ATCACCAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCCGGAGCGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAA
TACCGCATAACAACAAAAGCCACATGGCTTTTGTTTGAAAGATGGCTTTGGCTATCACTCTTGGGATGGACCTGCGGTGCATT
AGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGAACTTGAGA
CACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTG
AAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTGGAGAAGAACGTGCGTGAGAGTAACTGTTCACGCAGTGACGGTATCCAAC
CAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGC
GAGCGCAGGCGGTTGCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGARAACCGGGCGACTTGAGTGC
AGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATTATTGGAAAGAACACCAGTGGCGAAGGGCGGGCTGTC
TGGGTCTGCAACTGACGCTGAGCTCGAAAGCATTGGGGTAGCGAAACAGGGATTAGATATCCCTGGTATGTCCCATGGCCGTA
AACGATAGTGCTCAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTNTCGTGTCCGGAAG

dbj |AB425917.1| Lactobacillus reuteri gene for 16S ribosomal RNA, partial
sequence, strain: TB-B1ll (= KK18)
Length=1498

Score = 1461 bits (791), Expect = 0.0

Identities = 847/870 (98%), Gaps = 22/870 (2%)

Strand=Plus/Plus

Query 3 AACG-CGGCGGTGTG-CTAAATACATGCAAGTNGTACGCACTGGCCCAACTGATTGATGG 60
CEEE et et et e rrr e et et e r e

Sbjct 5 AACGCCGGCGGTGTGCCT-AATACATGCAAGTCGTACGCACTGGCCCAACTGATTGATGG 63

Query 61 TGCTTGCACCTGATTGACGATGGATCACCAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAG 120

FEErrrrrrrrrrrrrrrr et e e et e e e et e e e e e e
Sbjct 64  TGCTTGCACCTGATTGACGATGGATCACCAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAG 123

Query 121 GTAACCTGCCCCGGAGCGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAAC 180
FEErrrrrrrrrrrrrrrr et e e et e e e et e e e e e e
Sbjct 124 GTAACCTGCCCCGGAGCGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAAC 183

Query 181 AAAAGCCACATGGCTTTTGITTGAAAGATGGCTTTGGCTATCACTCTTIGGGATGGACCTG 240
FEErrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e e e e et trrr et
Sbjct 184 AAAAGCCACATGGCTTTTGTTTGAAAGATGGCTTTGGCTATCACTCT-GGGATGGACCTG 242

Query 241 CGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTT 300
Sbjct 243 CGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTT 302

Query 301 GAGAGACTGATCGGCCACAATGGAACTTGAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGC 360

FPEErrrrrrrrrrrrrrrrr e e et trre e e e e e e e e
Sbjct 303 GAGAGACTGATCGGCCACAATGGAACT-GAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGC 361

Query 361 AGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAA 420

PEETEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 362 AGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAA 421

Query 421 GGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTGGAGAAGAACGTGCGTGAGAGTAACTGTTCAC 480

PEEEEEErrrrr et e e et e et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 422 GGGITTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTGGAGAAGAACGTGCGTGAGAGTAACTGTTCAC 481

Query 481 GCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA 540

PEETEEErrrrr et e e et e et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 482 GCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA 541

Query 541 CGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTGCTTA 600

Frrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrr e ettt et e e
Sbjct 542 CGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTGCTTA 601

Query 601 GGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACCGGGCGACTTGA 660
Frrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrr e ettt e e e e e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/282154589?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=NV329BDE014
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Sbjct 602 GGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACCGGGCGACTTGA 661

Query 661 GTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGAT-TATTGGARA 719

FErrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrerrrrrr e e e e et re
Sbjct 662 GTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATAT-GGAA- 719

Query 720 GAACACCAGTGGCGAAGGGCGGGCTGTCTGGGTCTGCAACTGACGCTGAG-CTCGAAAGC 778

Frrrrrrrrrrrreerer e rrerrrer rerrrrrrrrrrerr et rerrrrrr
Sbjct 720 GAACACCAGTGGCGAAGG-CGG-CTGTCTGG-TCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGC 776

Query 779 ATTGGGGTAGCGAAACAGGGATTAGATATCCCTGGTATGTCCCATGGCCGTAAACGAT-A 837

LEorrr rrerrre reer reerrrrr eerrrrrr rertr rer rrrrrrrrrrr
Sbjct 777 AT-GGG-TAGCGAA-CAGG-ATTAGATA-CCCTGGTA-GTCC-ATG-CCGTAAACGATGA 828

Query 838 GTGCTCAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTT 867

LR Trrrrrrr e e
Sbjct 829 GTGCT-AGGTGITGGAGGGTTTCCGCCCTT 857

21>B09 well B09 Placalé60_Seq 160211 RunOl Cimarron 3.12 292 (canino amostra 17)
nada

25>C01 well CO1 Placalé60_Seq_ 160211 RunOl Cimarron 3.12 846 (canino amostra 18)
GATACGCTGGCGGCGTGCTAATACTGCAGTCGAACGAAACTTCT TTATCACCGAGTGCTTGCACTCACCGATAAAGAGTTGAG
TGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCAAAAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAATC
ATAGTTACCGCATGGTAACTATGTAAAAGGTGGCTATGCTACCGCTTTTGGATGGGCCCGCGGCGCAATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAAAGGCTTACCAAGGCAATGATGCGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCCAAACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGTCTTCG
GATCGTAAAACCCTGTTGTTAGAGAAGAAAGTGCGTGAGAGTAACTGTTCACGTTTCGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTAT TGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGT
CTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT
GGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAACGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTTACTGAC
GCTGAGGGTTCGAAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGACTTTGGATCCCTGGGTAGTCCAACGCCGTTAAACGATGAATGCTAAGT
GTTGGANGGGTTCCCG

gb|HQ293063.1| Lactobacillus animalis strain NWL40 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Length=1360

Score = 1445 bits (782), Expect = 0.0

Identities = 828/847 (98%), Gaps = 15/847 (1%)

Strand=Plus/Plus

Query 4 ACGCTGGCGGCGTG-CTAATAC-TGC-AGTCGAACGAAACTTCTTTATCACCGAGTGCTT 60
CEEErrrrrrrr et rrer et e et e ettt et

Sbijct 1 ACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAAACTTCTTTATCACCGAGTGCTT 60

Query 61 GCACTCACCGATAAAGAGTTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCA 120

PEETEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 61  GCACTCACCGATAAAGAGITGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCA 120

Query 121 AAAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAATCATAGTTACCGCATG 180

PEEEEErrrrrr et e e e et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 121 AAAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACCATAGTTACCGCATG 180

Query 181 GTAACTATGTAAAAGGTGGCTATGCTACCGCTTTTGGATGGGCCCGCGGCGCAATTAGCT 240

PEEEEEErEr et e e e et e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 181 GTAACTATGTAAAAGGTGGCTATIGCTACCGCTTITGGATGGGCCCGCGGCGC-ATTAGCT 239

Query 241 AGTTGGTGAGGTAAAGGCTTACCAAGGCAATGATGCGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCG 300

PEEEEEErrrrr et e et e et e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 240 AGTTGGIGAGGTAAAGGCTTACCAAGGCAATGATGCGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCG 299

Query 301 GCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT 360

Frrrrrrrrrrrreerrrrrrer rerrrrrrrr e e e e
Sbjct 300 GCCACATTGGGACTGAGACACGG-CCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT 358

Query 361 CCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGTCTTCGGATCG 420
Frrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrr e ettt e e e e e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310757407?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=27&RID=NV47KSBU014

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

29>C05
Nada

359

421

419

481

479

541

539

601

599

661

659

721

718

781

776

840

830

well

CCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGTCTTCGGATCG

TAAAACCCTGTTGTTAGAGAAGAAAGTGCGTGAGAGTAACTGTTCACGTTTCGACGGTAT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e et r e e e e e e
TAAAACCCTGTTGTTAGAGAAGAAAGTGCGTGAGAGTAACTGTTCACGTTTCGACGGTAT

CTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG

Frrrrrrrrrrrreerrrrrrrrrrr e ettt et e e e
CTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG

CGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAA

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer et et e e e e
CGTTATCCGGATTTAT TGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAA

AGCCTTCGGCTTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGA

Frrrrrrrrrrrerrrrererrrrrrrr e e et et e e e e et e
AGCCTTCGGCTTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGA

GAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAACGAACACCAGTGGCG

FErrrrrrrrrerrrerrrerrrrrerrrr et re e e e e e e
GAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAA -GAACACCAGTGGCG

AAAGCGGCTCTCTGGTCTGTTACTGACGCTGAGGGTTCGAAAAGCGTGGGTAGCAAACAG

FErrrrrrrrrrerrrrerr terrrrrrr et rerrrrt trrrrr e e
AAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGG-TTCGAAA-GCGTGGGTAGCAAACAG

GACTTTGGAT-CCCTGGGTAGTCCAACGCCGTTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGANGG

FEorr bt et rerrrrr rrrret terr e e e e e e e
GA-TTAG-ATACCCTGG-TAGTCCA-CGCCGT-AAACGATGAATGCTAAGTGTTGGA-GG

GTTCCCG 846

NEENEN
GTTTCCG 836

418

480

478

540

538

600

598

660

658

720

717

780

775

839

829

C05 Placal60_Seq 160211 RunOl Cimarron 3.12 0 (canino amostra 19)

71

33>C09 well C09 Placal60_Seq 160211 Run0l Cimarron 3.12 783 (canino amostra 20)

ACGCTGGCGGCGTGCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGG
ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTAT
GCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGCGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGT
AAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATTATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGG
CCTCGAAAGCGTGGGGGAGCAAACCAGGATTAGATACC

gb|CP002491.1| [] Enterococcus faecalis 62, complete genome

Score =
Identit

1397 bits (756), Expect = 0.0

ies

779/788 (99%), Gaps = 9/788 (1%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct

Query

1

376374

60

376314

120

376254

180

ACGCTGGCGGCGTG-CTAATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCA

FEEEEErrrr e e et et et e e e e e e e e e e e e e
ACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCA

CTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGA

FEEEEEEErr e et e e e et e e e e e e e e e e e e
CTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGA

GGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATA
Frrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e e e e et e e e e e e e e e
GGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATA

AGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGGTGCATTAGCTAGTT

59

376315

119

376255

179

376195

239


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323478858?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=NV4YMKU001S

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrr e e ettt e et rerr e
Sbjct 376194 AGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGG-TGCATTAGCTAGTT

Query 240 GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e ettt e e
Sbjct 376135 GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA

Query 300 CACTGGGACTGAGACACG-CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGCGC

Frrrrrrrrrrrrrerrr rererrrrr e e ettt e e e e
Sbjct 376075 CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCG-GC

Query 359 AATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAA

FEErrrrrrrrrrrrrrr ettt e et e et e e e e e e e e e
Sbjct 376016 AATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAA

Query 419 ACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAA

FEErrrrrrrrrrrr et ettt e et e et e e e e e e e e
Sbjct 375956 ACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAA

Query 479 CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT

FEErrrrrrrrrrrrrrr et rr e ettt e e e e e e e e e
Sbjct 375896 CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT

Query 539 GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC

FEEEErrrrrrrrrr e et et e et e e e e e e e e e
Sbjct 375836 GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC

Query 599 CCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT

FEEErrrrrrrrrrr et et rr e et e e et e e e e e e e e
Sbjct 375776 CCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT

Query 659 GGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT-TATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC

FEEErrrrrrrrrrrrrrrerrrrrre e et terr et e e e e
Sbjct 375716 GGAATTCCATGTGTAGCGGIGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC

Query 718 GGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGGCCTCGAAAGCGTGGGGGAGCAAACCAGGAT

FEErrrrrrrrrrrrrrerrrrereer et o rrrrrrrr e rrrrrrr e
Sbjct 375656 GGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGG-C-TCGAAAGCGTGGGG-AGCAAAC-AGGAT

Query 778 TAGATACC 785

NERERN
Sbjct 375600 TAGATACC 375593

72

376136
299
376076
358
376017
418
375957
478
375897
538
375837
598
375777
658
375717
717
375657
777

375601

37>D01 well DOl Placal60_Seq 160211 RunOl Cimarron 3.12 762 (canino amostra 21)

GTCNTACGCACTGGCCCAACTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGACGATGGATCACCAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAA
CACGTAGGTAACCTGCCCCGGAGCGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACAAAAGCCACATGGCTT
TTGTTTGAAAGATGGCTTTGGCTATCACTCTNGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGG
CGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGAAACTGAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACAGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTT
GTTGGAGAAGAACGTGCGTGAGAGTAACTGTTCACGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTGCTTAGGTCTGATGTG
AAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACCGGGCGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGC
GGTGGAATGCGTAGATCTATGGAAAGAACACCCAGTGGCGAAGCGGCTGTCTGGTCTGCAAACTGACGCTGAGCTCGAAAGCA

TTGGGGTAAGCCGAACAGGATTTCTGATTCCCCTGGGTAGTCCATTG

dbj|AB494732.1| Lactobacillus reuteri gene for 16S ribosomal RNA, partial
sequence, strain: DF2

Length=1457

Score = 1347 bits (729), Expect = 0.0

Identities = 773/793 (98%), Gaps = 14/793 (1%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 GTCNTACGCACTGGCCCAACTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGACGATGGATCACCA 60

b rrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et et e e e e e e e et
Sbjct 16  GTCGTACGCACTGGCCCAACTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGACGATGGATYACCA 75

Query 61 GTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCCGGAGCGGGGGATAACATT 120


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/292673283?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=NV55B9WW01N

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

40>D04

76

121

136

181

196

241

256

301

315

361

375

421

434

481

541

554

601

614

661

674

721

732

780

785

well D04 Placal60_Seq 160211 RunOl Cimarron 3.12 851 (canino amostra 22)

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCCGGAGCGGGGGATAACATT

TGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACAAAAGCCACATGGCTTTTGTTTGAAAGATG

Frrrrrrrrrrrrrrererrrrrrre et e et e e e e e e e
TGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACAAAAGCCACATGGCTTTTGTTTGAAAGATG

GCTTTGGCTATCACTCTNGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGC

FEErrrrrrrrrrrerr reererrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrnd
GCTTTGGCTATCACTCTGGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGC

TTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGAAACTGAG

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e et e et r e e e e e e
TTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGAA-CTGAG

ACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCC

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e e e e e e e
ACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCC

TGATGGAGCAACAGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTGG

FErrrrrrrrrrr rerrrrrtrr et et e e e e e e e e e
TGATGGAGCAACA-CCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTGG

AGAAGAACGTGCGTGAGAGTAACTGTTCACGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGTCACG

FErrrrrrrrrrrrrrrr et et et e e e e e e e e e e e
AGAAGAACGTGCGTGAGAGTAACTGTTCACGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGTCACG

GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e et r e e e e et e
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATT

GGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTGCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCG

FErrrrrrrrrrrerrrr e rrrr e ettt r e e
GGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTGCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCG

AAGAAGTGCATCGGAAACCGGGCGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTG

FEErrrrrrrrrrrrrrrr et e e et e e e et e e e e e e
AAGAAGTGCATCGGAAACCGGGCGACTTGAGT GCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTG

TAGCGGTGGAATGCGTAGATCTATGGAAAGAACACCCAGTGGCGAAGCGGCTGTCTGGTC

Frrrrrrrrrrrerrerrrr rrrerrr terrrrr trrrt e e e e e e
TAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAA-GAACACC-AGTGGCGAAGCGGCTGTCTIGGTC

TGCAAACTGACGCTGAG-CTCGAAAGCATTGGGGTAAGCCGAACAGGATTTCTGATTCCC

EErr trrrrrrrrer rerrrerrrrr e te e rrrrr el I
TGCAA-CTGACGCTGAGGCTCGAAAGCAT-GGG-TA~-GC~GAACAGGATTA-~-GATACCC

CTGGGTAGTCCAT 792

NEE RN
-TGG-TAGTCCAT 795

135

180

195

240

255

300

314

360

374

420

433

480

493

540

553

600

613

660

673

720

731

779

784

73

GTCATCTGTCCGCCTTAGGCGGCTCCTCCATAAAGGTTAGGCCACCGACTTTGGGCGTTACAAACTCCCATGGTGTGACGGGC
GGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTT
GCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAACGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTTTGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGT
AGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCCGGCAGTCTC
ACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTCCCCGAAGGGAACGCCTTATCTCTAAGGTTAGCGCAAGATGTCAAGACC
TGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAA
CCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACT
CATCGTTTTACGGCATGGACTACCAGGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTGCGACCA
GACAGCCGCTTTCGCGCACTGGTGTTCTTCCGTTATCTACGCTTTCCACCGGTNCCATGGAGGTTCCCCTGTTCCTCTTTCTT
GGCACTCAAGTTGCCCCGGGTTTC



17

>r- gb|GQ337029.1] Enterococcus hirae strain SS1227 16S ribosomal RNA
gene, partial

sequence

dbj |AB596942.1| Enterococcus hirae gene for 16S rRNA, partial sequence,
strain:

JCM 8729

Length=1482

Sort alignments
for this subject sequence by:
E value Score
Percent identity

Query start
position Subject start position
Score = 1447 bits (783), Expect = 0.0
Identities = 867/902 (96%), Gaps 29/902 (3%)
Strand=Plus/Minus

Query 979 ATCATCTAT-CCA-CTTAGGCNGCTGGCT-CAAAAGGTTA-CTCACCGACTTCGGGTGTT
1034

FEEErrerr ree reererr reerrrr reerrrrerr rerrrrrrrrrrrrrre
Sbjct 1475 ATCATCTATCCCACCTTAGGCGGCTGGCTCCAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTT
1416

Query 1035 ACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGC
1094

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e
Sbjct 1415 ACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGC
1356

Query 1095 GTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATC
1154

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 1355 GTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATC
1296

Query 1155 CGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGATTAGCTTAGCCTCGCGACTTTGCGACTCGTTGTACT
1214

Sbjct 1295 CGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGATTAGCTTAGCCTCGCGACTTTGCGACTCGTTGTACT
1236

Query 1215 TCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCC
1274

Sbjct 1235 TCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCC
1176

Query 1275 CACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAAC
1334

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 1175 CACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAAC
1116

Query 1335 TAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
1394

Sbjct 1115 TAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
1056


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/254952553?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=UDX11AKW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/327342703?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=UDX11AKW01S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&ENTREZ_QUERY=all%20%5Bfilter%5D%20NOT%28environmental%20samples%5Bfilter%5D%20OR%20metagenomes%5Borgn%5D%29&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=UDX11AKW01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=1#327342703
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&ENTREZ_QUERY=all%20%5Bfilter%5D%20NOT%28environmental%20samples%5Bfilter%5D%20OR%20metagenomes%5Borgn%5D%29&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=UDX11AKW01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#327342703
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&ENTREZ_QUERY=all%20%5Bfilter%5D%20NOT%28environmental%20samples%5Bfilter%5D%20OR%20metagenomes%5Borgn%5D%29&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=UDX11AKW01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=2#327342703
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&ENTREZ_QUERY=all%20%5Bfilter%5D%20NOT%28environmental%20samples%5Bfilter%5D%20OR%20metagenomes%5Borgn%5D%29&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=UDX11AKW01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=2#327342703
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&ENTREZ_QUERY=all%20%5Bfilter%5D%20NOT%28environmental%20samples%5Bfilter%5D%20OR%20metagenomes%5Borgn%5D%29&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=UDX11AKW01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=4#327342703

Query 1395 GACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGCCCCCGAAGGGGAAGCTCTATCTCTAGAGTGGT
1454

CIETEr et et et et et et ettt ettt ettt
Sbjct 1055 GACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGCCCCCGAAGGGGAAGCTCTATCTCTAGAGTGGT
996
Query 1455 CAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCC
1514

CEEEr e rrr ettt ettt ettt ettt
Sbjct 995 CAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCC
936
Query 1515 ACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCA
1574

FEEErrrer ettt ettt ettt ettt ettt
Sbjct 935 ACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCA
876
Query 1575 GGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAAG
1634

CErrrrrrrrrrrrr et et et ettt et ettt el
Sbjct 875 GGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTA-G
817
Query 1635 CACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTT
1694

FErrrrrrrrrrrrr et et e erer ettt rrrr et ettt
Sbjct 816 CACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGG-TATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTT
758
Query 1695 TCGAGCCTCAGCGTCAAGTTANCAGACCAGAGGAGCCCGCTTTCGCCACTGGTGTTCCTC
1754

Frerrrrrrrrerrer e et rerrrrrrrt et et e
Sbjct 757 TCGAGCCTCAGCGTCA-GTTA-CAGACCAGAG-AGCC-GCCTTCGCCACTGGTGTTCCTC
702
Query 1755 CCATTATATTCTACCGGCATTTCACCCGTTAC-C-TGGAATTTCCANCTCTCCTCTTCTT
1812

N R e e e N R
Sbjct 701 C-AT-ATAT-CTAC-G-CATTTCACC-GCTACACATGGAATT-CCA-CTCTCCTCTTCT-
651
Query 1813 GC-CTCAAGGTCTCCCCACGTTTCCACNTGAACCTCCCGGGTTGAGC-GGGGGCCTTTTC
1870

T T e I Y I o A IR
Sbjct 650 GCACTCAAG-TCTCCC-A-GTTTCCAA-TGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGC-TTT-C
597
Query 1871 AC 1872

[
Sbjct 596 AC 595

Score = 1430 bits (774), Expect = 0.0
Identities = 879/924 (95%), Gaps = 35/924 (4%)

Strand=Plus/Plus
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Query
86

Sbjct
59

Query
146

Sbijct
116

Query
206

Sbijct
176

Query
266

Sbijct
236

Query
326

Sbijct
296

Query
386

Sbijct
356

Query
446

Sbjct
416

Query
506

Sbjct
476

Query
566

Sbjct
536

Query
626

Sbjct
596

29

87

60

147

117

207

177

267

237

327

297

387

357

447

417

507

477

567

537

ACGCTGGCGGCGTG-CTAATAGCACTGCAGGGT-TAACGCGTTCGTTTTGTCCACCGGAG

FEErrrrrrrrerr eeeeer eereee re reerr rer rerr rrrrrrrrnd
ACGCTGGCGGCGTGCCTAATA-CA-TGCA-AGTCGAACGC-TTC-TTTT-TCCACCGGAG

CTTGCTCCACCGGAGAAAAGAGGAGTGGCGGAACGGGTGAGTTAACACGTGGGTAACCTG

FErrrrrrerrrer rerrrerrrerrrr rrerrrerrrr trrrrr e
CTTGCTCCACCGGA-AAAAGAGGAGTGGC-GAACGGGTGAG-TAACACGTGGGTAACCTG

CCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCG

FErrrerrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt ettt
CCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCG

CATGGTTTNGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATT

CATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATT

AGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTG

ATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrred
ATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT

CTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGA
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Query
686

Sbjct
656

Query
746

Sbijct
714

Query
806

Sbijct
771

Query
866

Sbijct
824

Query
924

Sbijct
877

Query

Sbijct

19

627

597

687

657

747

715

807

772

867

825

925

878

GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGA
FEErrrrrrrrr e et e e e e e e e et
GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGA
GGAGAGTGGAATTCCATGTGTAAGCGGTGACATGCGTAGATATATTGGAGGAACACCAGT
FEErrrrrrerrrrrreerrrt rererrt terrrr e e e e e
GGAGAGTGGAATTCCATGTGTA-GCGGTGAAATGCGTAGATATAT-GGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAAACTGACGCTGAAGCCTCGARAAGCGTGGGGAGCA
FEEEEErrrrrr e et et rrr et terrrt e
GGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAA-CTGACGCTGAGGC-TCGAAA-GCGTGGGGAGCA
AACAGGGATTAGATACCCTTGGGTAGTCCACGCCCGTAAAACGATGAGTGCCTTAAGTGT
T T T I B A

RN
AACAGG-ATTAGATACCCT-GG-TAGTCCACGCC-GTAAA-CGATGAGTGC-T-AAGTGT

TGGACGGGTT-CCGCC-TTCNGTGCTTGGCNGTTAACGCATTAAGGCCACTCCCGGCCTG

N e e e R A AN
TGGA-GGGTTTCCGCCCTTCAGTGCT-G-CAGCTAACGCATTAAG-C-ACTCC-G-CCTG

GGGGAGTTCCGACCGCAGGGGTTG 948

FEEFeE b rrrrrrr rr
GGG-AGTAC-GACCGCAAGG-TTG 898

>gb|GU385351.1|] Enterococcus faecium strain Probio-48 16S ribosomal RNA

gene,

partial sequence

Length=1430

Score

Identities

1317 bits (713), Expect = 0.0

= 815/859 (95%), Gaps 32/859 (4%)

Strand=Plus/Plus

Query
91

Sbjct
65

Query
151

Sbjct
122

Query
211

Sbjct

33

92

66

152

123

CTGGCGGCGTG-CTAATACCTGCAGGTTGAACGCTTCTTTNCTTCCACCGAGAGCTTGCT

Frrrrrrreer rrereer et rererrrrrrrret rrrrrrrr rrrrrr
CTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTT--TTCCACCG-GAGCTTGCT

CCCACCAGGANNAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATC

-CCACC-GGA-AAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATC

AGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAAGTCGAAACCGCATGG
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/288806135?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=U9CCTJ0E015

181

Query
271

Sbijct
238
Query

331

Sbijct
298

Query
391

Sbijct
358

Query
451

Sbijct
417

Query
511

Sbijct
476

Query
571

Sbjct
536

Query
631

Sbjct
596

Query
691

Sbjct
655

Query
750

Sbjct
712

Query
810

Sbjct

212

182

272

239

332

299

392

359

452

418

512

477

572

537

632

597

692

656

751

713

TTTCAGAGTATTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAG

CTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGAT

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt ettt
CTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGAT

CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT

FErrrerrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt ettt
CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT

TCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTAGAAGAAGGTTTTCGGAT

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rerrrrrrrrrrrr e
TCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGT-GAAGAAGGTTTTCGGAT

CGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAACGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCNTCCCTTGACGG

FEErrrrrrrrrrrrrrrrreer reerrerrrrrrrrrrrerrrrrr rerrrrrrd
CGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAA-GAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGG

TATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC

TATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC

AAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT
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768

Query 811 GCCAANCGGGGATTTGATTCCCCTGGTTAGTCCAACGCCGTAAACCNATGAAGTGCTAAC
870

A R R R R R R
Sbjct 769 GCAAA-CAGG-ATTAGATACCC-TGGT-AGTCCA-CGCCGTAAACG-ATGA-GTGCTAA-
820

Query 871 GTGGTTGGGAGGGTTTCCG 889

FEE PR Tl
Sbjct 821 GTG-TTGG-AGGGTTTCCG 837

22
>gb|GQ337029.1] Enterococcus hirae strain SS1227 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence
dbj |AB596942.1|] Enterococcus hirae gene for 16S rRNA, partial sequence,
strain:
JCM 8729
Length=1482

Sort alignments
for this subject sequence by:

E value Score

Percent identity

Query start
position Subject start position
Score = 1502 bits (813), Expect = 0.0
Identities = 855/873 (98%), Gaps 15/873 (2%)
Strand=Plus/Minus

Query 1076 TAT-CCA-CTTAGGCNGCTGGCTNCAAAAGGTTA-CTCACCGACTTCGGGTGTTACAAAC
1132

FEErrr rerrrrr reererr rerreerrrr rerrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 1469 TATCCCACCTTAGGCGGCTGGCTCCAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAAC
1410

Query 1133 TCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGIGCTG
1192

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e e ettt e et et e ey
Sbjct 1409 TCTCGTGGIGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTG
1350

Query 1193 ATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACT
1252

Sbjct 1349 ATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACT
1290

Query 1253 GAGAGAAGCTTTAAGAGATTAGCTTAGCCTCGCGACTTTGCGACTCGTTGTACTTCCCAT
1312

Sbjct 1289 GAGAGAAGCTTTAAGAGATTAGCTTAGCCTCGCGACTTTGCGACTCGTTGTACTTCCCAT
1230

Query 1313 TGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTT
1372

Sbjct 1229 TGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTT
1170
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/254952553?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=U9CKTH8R01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/327342703?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=U9CKTH8R01S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT%28environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d%29&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=U9CKTH8R01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=1#327342703
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT%28environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d%29&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=U9CKTH8R01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#327342703
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT%28environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d%29&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=U9CKTH8R01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=2#327342703
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT%28environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d%29&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=U9CKTH8R01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=2#327342703
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT%28environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d%29&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=U9CKTH8R01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=4#327342703

Query 1373
1432

Sbjct 1169
1110

Query 1433
1492

Sbjct 1109
1050

Query 1493
1552

Sbjct 1049
990

Query 1553
1612

Sbjct 989
932

Query 1613
1672

Sbjct 931
872

Query 1673
1732

Sbjct 871
812

Query 1733
1792

Sbjct 811

752

Query 1793
1850

Sbjct 751
692

Query 1851
1909

Sbjct 691
636

Query 1910

Sbjct 635
Score =
Identities

1351 bits (731), Expect

CCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAACAA

TAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAAC

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt ettt
TAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAAC

CATGCACCACCTGTCACTTTGCCCCCGAAGGGGAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAAGG

FErrrerrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt ettt
CATGCACCACCTGTCACTTTGCCCCCGAAGGGGAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAAGG

ATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAAACCACATGCTCCCACCG

Frerrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e e e rrrr e e
ATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAA-CCACATGCTCC-ACCG

CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCG

GAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTC

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTC

ATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGC

Frrrrrrrrerrrrerrrrrrr e et r e e e
ATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTITTGCTCCCCACGCTTTCGAGC

CTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGC-TTCGCCACTGGTGTTC-TCCATATATCTA

CGC-TTTCACCGGTTACACATGGAATTCCACTCTCCCTCTTCTTGCACTCCAAGTCTCCC

FEErrrrrrrr torrrrrrrrrrrrrrrrrrrer reeeer reeeer reerrrnd
CGCATTTCACCGCT-ACACATGGAATTCCACTCTCC-TCTTCT-GCACTC-AAGTCTCCC

CAGTTTCCAATGACC-TCCCCGGGTTGAGCCGG 1941

FEEEErrrrrrrer rererer rrrrrrrnd
—~AGTTTCCAATGACCCTCCCCGG-TTGAGCCGG 605

0.0
799/829 (96%), Gaps = 23/829 (3%)



Strand=Plus/Plus

Query
86

Sbijct
61

Query
146

Sbijct
120

Query
206

Sbijct
180

Query
266

Sbijct
239

Query
326

Sbijct
299

Query
386

Sbjct
359

Query
446

Sbjct
419

Query
506

Sbjct
479

Query
566

Sbjct
538

Query
626

28

87

62

147

121

207

181

267

240

327

300

387

360

447

420

507

480

567

AACNCTGGCGGCGTG-CTAATAGCACTGCAGGTTGAACGCTTCTTTTGTCCACCGGAGCT

N e NN
AACGCTGGCGGCGTGCCTAATA-CA-TGCAAGTCGAACGCTTCTTTT-TCCACCGGAGCT

TGCTCCACCGGAGNAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCA

Frrrrerrreretr et errr ettt ettt
TGCTCCACCGGA-AAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCA

TCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATG

FErrrerrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt ettt
TCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATG

GTTTNGATTTGAACAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGC
FEEE Frrrrrrr rerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e

GTTTTGATTTGAA-AGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGC

TAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATC

GGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT

Frrrrrrrrerrrrerrrrrrr e et r e e e
GGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT

CGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCG

GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTCAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
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Sbjct
597

Query
686

Sbijct
656

Query
746

Sbijct
714

Query
806

Sbijct
768

Query

Sbijct

539

627

598

687

657

747

715

807

769

GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT-AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG

AAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAACACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGA

AAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAA-ACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGA

GGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGGAAATGCGTACGATATATGGAGGAACACCAGT

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerretr rererrr et terrr et e
GGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTG-AAATGCGTA-GATATATGGAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCCGGGCTCTCTGGTCTGTTAACTTGACGCTTGAGGCTCGAAAAGCGTGGGGA

FErrerrre e rererrrerrrer reer et er rrrrr et et rrrrrrrd
GGCGAAGGC-GG-CTCTCTGGTCTGT-AACT-GACGCT-GAGGCTCGAAA-GCGTGGGGA

GCAAAACCAGGATTAGATAACCTTGGGTANTCCACGCCGTTAAAACGAT 855

R R e e A R R A
GCAAA-C-AGGATTAGATACCCT-GG-TAGTCCACGCCGT-AAA-CGAT 811
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