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“Nao sei se cada um tem um destino, ou sé se flutuamos sem rumo, como numa brisa...
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Talvez as duas coisas acontegcam ao mesmo tempo."

Forrest Gump
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RESUMO

O requisito por proteinas de origem animal foi crescente nos Ultimos quarenta anos, principalmente
nos paises em desenvolvimento, onde a economia em ascensdo e o aumento do poder aquisitivo da
populacdo estimularam a procura desses produtos. Entretanto, a seguranca dos principais
promotores de crescimento animal utilizados foi contestada nas ultimas décadas, abrindo precedente
para o desenvolvimento de novas abordagens como a utilizacdo de microrganismos. As bactérias do
acido latico sdo frequentemente utilizadas para a promo¢do do ganho de peso em bezerros,
reduzindo a frequéncia de diarreias neonatais. Nesse sentido, setenta isolados pertencentes aos
géneros Lactobacillus/Weissella foram obtidos das mucosas oral, vaginal e intestinal desses animais
e caracterizados quanto seus potenciais funcionais e probioticos. Foram avaliados a resisténcia ao
suco gastrico e sais biliares artificiais, a hidrofobicidade da superficie celular, a capacidade de
antagonizar bactérias patogénicas e de produzir peréxido de hidrogénio, além do perfil de
suscetibilidade a antimicrobianos de interesse médico. Quatro isolados foram selecionados e
submetidos a testes in vivo em camundongos axénicos, avaliando-se suas capacidades de colonizar
e modular a resposta humoral das mucosas. L. fermentum V3B-08, W. hellenica V1V-30 e L.
farciminis B4F-06 foram observados, respectivamente, colonizando as mucosas das vias aéreas,
vaginal e intestinal apés dez dias de monoassociacdo. Todos os isolados testados induziram de
forma estatisticamente significativa a producdo de IgA em suas respectivas mucosas de inoculo,
apresentado, portanto, um grande potencial para utilizacdo na producdo animal, promovendo a

protecdo das mucosas de infec¢Bes ou de serem utilizados como veiculo vacinal.

10



ABSTRACT

The requirement for animal protein has been increasing over the past forty years, especially in
developing countries, where the economy is on the rise and the increased purchasing power of the
population stimulated the demand for these products. However, the safety of the main animal growth
promoters used has been challenged in recent decades, making reference for the development of new
approaches such as the use of microorganisms. Lactic acid bacteria are often used to promote weight
gain in calves, reducing the incidence of neonatal diarrhea. Accordingly, seventy isolates belonging to
the genera Lactobacillus/Weissella were obtained from the oral, vaginal and intestinal mucosaes and
characterized for their functional and probiotics potentials. Were evaluated the resistance to gastric
juice and bile salts, cell surface hydrophobicity, ability to antagonize pathogenic bacteria and to
produce hydrogen peroxide and the antimicrobial profile. Four isolates were selected and tested in
Vivo in axenic mice, evaluating their ability to colonize and modulate mucosal antibody response. L.
fermentum 08-V3B, W. hellenica V1V-30 and L. farciminis B4F-06 were observed, respectively,
colonizing the airway, intestinal and vaginal mucosaes after ten days of monoassociacéo. All isolates
tested induced a statistically significant production of mucosal IgA in their respective inoculum
presented, therefore, great potential for use in animal production, protecting mucosal infection or as a

vaccine vehicle.
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1. INTRODUGCAO

1.1-Sobre a producao e o mercado pecuario bovino brasileiro

O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de alimentos no mundo, sendo o
agronegocio um dos componentes chaves da economia do pais, representando aproximadamente
22% do Produto Interno Bruto (PIB). De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, 2013) no ano de 2012 as exportacfes de produtos agropecudrios bateram
recordes perfazendo a soma de U$ 95,81 bilhdes e estabelecendo um saldo positivo da balanca
comercial do setor de U$ 79,41 bilhdes. Os complexos da soja (farinha, grdos e 6leo) e o
sucroalcooleiro, bem como as carnes, os produtos florestais e o café sdo os principais insumos
comercializados em termos financeiros e foram responsaveis por 75,6% (US$ 72,43 bilh&es) do total
de vendas em 2012.

O setor da carne bovina no pais é bastante complexo e dinamico e movimenta cerca de U$
170 bilhdes por ano. O Brasil possui o segundo maior rebanho do mundo com aproximadamente 210
milhdes de cabecas de gado (Associacdo Brasileira das Industrias Exportadoras de Carnes — Abiec,
2010), ocupando uma area aproximada de pastagem de 172 milhdes de hectares. A cadeia produtiva
inicia-se com 0s insumos pré-criacdo/criacdo como a selecdo de matrizes, a inseminacao artificial, os
suplementos alimentares, os defensivos agricolas, os fertilizantes, as sementes forrageiras, o0s
controles sanitérios, etc., até a engorda do animal que segue aos frigorificos para o abate (cerca de
40 milhdes em 2010, Abiec, 2010). As pecas oriundas da atividade séo finalmente redistribuidas as
indUstrias cosméticas, farmacéuticas, alimenticia, de racdes e curtumes que processam e agregam o

valor final aos produtos a serem entregues ao consumidor final.

No ano de 2012 varios paises restringiram a importacdo da carne bovina brasileira (Africa do
Sul, Arabia Saudita, China, Coreia do Sul, Japdo e Taiwan) devido as especula¢gbes em torno da
seguranga sanitaria do pais associado a um suposto caso de “vaca-louca” no estado do Parana
(Abiec, 2012%). O setor exporta carne principalmente na forma in natura (78%), industrializada (11%)
e miudos (9%) e apresenta um grande numero de parceiros comerciais (cerca de 140 paises). A
Russia (23%), o Ird (11%) e a Venezuela (10%) se destacam como o0s principais compradores de
carne in natura, os Estados Unidos (27%) e o Reino Unido (26%) de carne processada e Hong Kong
(77%) de miudos (Abiec, 20122). Apesar das restricbes de mercado por alguns paises, o setor
movimentou US$ 5,76 bilhdes, estabelecendo um novo recorde de vendas, tendo a Russia (19%),

Hong Kong (14%) e Egito (9,5%) como os principais importadores da carne brasileira (Abiec, 20122).

Baseado nisso, o setor € considerado estratégico, principalmente pela crescente demanda
mundial no consumo de proteinas de origem animal. Para 0 ano de 2013, de acordo com a Abiec
(Abiec, 2013) h4 a previsao de crescimento de 10% nos volumes de exporta¢des, aumentando cada

vez mais a importancia do produto na balanca comercial brasileira.
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1.2- Os principais aditivos para a dieta de bovinos

O requisito por proteinas de origem animal foi crescente nos ultimos quarenta anos,
principalmente nos paises em desenvolvimento, como o Brasil e a China, onde a economia em
ascensdo e 0 aumento do poder aquisitivo da populacdo estimularam a procura desse produto. O
consumo mais que dobrou nesse periodo, de 10Kg/per capita ano para 25Kg/per capita ano, e a
atividade atualmente ocupa cerca de 40% das terras agriculturaveis do planeta que, devido as
praticas do setor, causam graves problemas ambientais como a erosao e a contaminacao dos solos e
processos de desertificacdo (Organizacdo das NagBes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura,
FAO, 2002" — do inglés Food and Agriculture Organization of the United Nations).

Além disso, os novos cintures pecuarios para a crescente demanda do consumo de
proteinas animais pressionam e desencadeiam processos de desmatamento em grandes proporgées
causando perdas da biodiversidade, principalmente na América Latina. As projecdes para 2030
estimam a necessidade de aumento de cerca de 360 milhdes (aumento de 24%) de bovinos, de 560
milhdes (aumento de 32%) de ovinos e de 130 milhdes (aumento de 22%) de suinos para o
suprimento da demanda mundial, podendo agravar o quadro ambiental (FAO, 2002"). Nesse sentido,
a aplicacdo de técnicas de manejo, como a criacdo intensiva, selecdo de cruzamentos e a
implementacdo de regimes de engorda podem auxiliar no aumento da producéo de carne sem haver
a necessidade do crescimento populacional dos animais, amenizando 0s potenciais impactos
ecolégicos (FAO, 2002Y).

Quanto aos regimes de engorda, no Brasil, para os bovinos de corte, sdo utilizados varios
tipos de suplementos alimentares, como o0s antibiéticos, horménios, &cidos organicos e

microrganismos (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa, 2001).

Os antibiéticos promotores de crescimento comegaram a ser utlizados em doses
subterapéuticas na década de 1950 na Europa (Dibner & Richards, 2005). Os principais mecanismos
de acéo associados a essas substancias sdo: () a alteracdo da composicdo da microbiota intestinal e
ruminal, reduzindo a competicdo por nutrientes e a produgdo de metabdlitos microbianos que
deprimem o crescimento (Anderson & Skakkebaek, 1999); (II) aumento da capacidade de absorcao
de nutrientes pela reducdo da espessura da parede intestinal e da lamina propria (Anderson &
Skakkebaek, 1999); e (lll) reducdo de infecgBes oportunistas e subclinicas entéricas em animais
jovens cuja ocorréncia é favorecida pelo desenvolvimento incompleto do sistema imune nas primeiras
semanas de vida (Dibner & Richards, 2005; Al-Dobaib & Mousa, 2009).

Apesar dos beneficios, 0 uso dessas substancias tornou-se um transtorno devido a sele¢éo
de linhagens patogénicas resistentes, alterando de forma consideravel a terapéutica animal
(Pancheniak, 2005) e humana (Castanon, 2007). As restricbes comecaram em 1972 na Europa com o
banimento da utilizacdo da estreptomicina, penicilina e tetraciclina apdés a observacdo da
transferéncia de marcadores de resisténcia de alimentos de origem animal para Salmonella enterica
sorovariedade Typhimurium (Cogliani et al., 2011). Em 1997, ocorreu o banimento da vancomicina
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ap6s o relato de enterococci resistentes ao antibidtico presente em alimentos de origem animal
(Cogliani et al., 2011). Em 1999, o Comité Cientifico da Comissao Europeia recomendou a eliminagao
gradual dos antimicrobianos promotores de crescimento de importancia clinica, banindo os inibidores
da sintese da parede celular (bambemicina e bacitracina), os promotores de poros nas membranas
celulares (monoesina e salinomicina), os inibidores da sintese proteica (virginiamicina, tilosina,
espiramicina, avilamicina, avoparcina, ardacina e efrotomicina) e os inibidores da sintese de DNA
(olaquindox e carbabox), além de promover politicas para desenvolvimento de novas classes de
promotores (Cogliani et al., 2011; Al-Dobaib & Mousa, 2009). No ano de 2006, a Unido Europeia
(Parlamento e Conselho Europeu, de 22 de Setembro de 2003, Resolucdo n° 1831/2003) proibiu o
uso de todo antibiéticos como aditivo na producdo animal. No Brasil, as restricdes iniciaram em 1992,
e desde entdo o MAPA, por meio de portarias e instrucées normativas (Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento: Instrucdo Normativa n° 26, de 09 de julho de 2009), vetou a utilizacdo de
varios aditivos, dentre eles, os anfenicdis, os beta-lactamicos, as clortetraciclinas, as oxitetraciclinas,

as penicilinas, as quinolonas, as sulfonamidas e as tetraclinas.

Os hormdnios como promotores de crescimento sdo classificados como naturais (o-estradiol,
progesterona e testosterona) e como artificiais (zeranol, trenbolone e melegestrol), (I) melhorando a
gualidade da carne, pela reducéo da deposicao de gorduras, (II) aumentando a taxa de crescimento e
reduzindo o volume de alimentacdo administrada aos animais e (lll) ampliando o periodo de lactacédo
de vacas (Al-Dobaib & Mousa, 2009). Entretanto, as concentracées encontradas nos alimentos de
origem animal é uma preocupacdo corrente nos 6rgdos de salde publica uma vez que muitas das
substancias usadas para a promocé&o de crescimento apresentam a capacidade potencial de alterar o
ciclo celular de células humanas (Kang et al., 2009) e desencadear processos carcinogénicos
(Anderson & Skakkebaek, 1999). Além disso, em sistemas de confinamento a eliminacdo através das
fezes e urina de certos hormonios pelos animais, como os esteroides, podem contaminar lengéis
freaticos e leitos d’agua (Soto et al., 2004), gerando um desequilibrio ambiental aquatico pelo
desbalanco da proporcéo de peixes machos e fémeas (Kidd et al., 2007; Zheng et al., 2008). Nesse
sentido, restricBes ao uso dessas substancias foram impostas em varios paises (Al-Dobaib & Mousa,
2009). No Brasil, as proibicdes comegaram em 1991, e no ano de 2011 o MAPA proibiu a importacéo,
producdo, comercializacdo e uso de hormdnios naturais e sintéticos para aplicagdo em bovinos de
corte (Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento: Instru¢do Normativa n° 55, de 01 de
dezembro de 2011), permitindo somente aqueles utilizados para fins terapéuticos e reprodutivos,

como a sincronizagao do estro.

Outros suplementos utilizados sdo os tampdes, os surfactantes e as enzimas (Embrapa,
2001) que atuam fundamentalmente no rdmen, promovendo o ganho de peso em condi¢des
especificas. Os tamp®es regulam a acidez do rumem evitando quadros de acidose provocados pela
fermentacdo microbiana em dietas com alto teor de carboidratos. Os surfactantes séo utilizados para
evitar a ocorréncia de timpanismo através da reducdo da tens&do superficial do liquido ruminal,
evitando a formacdo de bolhas estaveis que perturbam a fun¢éo normal do 6rgdo. Além disso, as

enzimas fibroliticas, como as celulases e as xilanases, tém o papel de auxiliar na digestéo de fibras
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vegetais, aumentando o rendimento da conversdo alimentar em ganho de peso (Embrapa, 2001).
Entretanto, o alto custo, em comparacéo as outras classes de promotores de crescimento, inviabiliza

a ampla utilizacao dessas moléculas (Jouany & Morgavi, 2007).

Uma abordagem mais recente lanca méo da utilizacdo de microrganismos como aditivos
alimentares, principalmente apdés as restricbes associados aos riscos dos agentes antimicrobianos e
dos hormoénios ao equilibrio ambiental e a salde animal e humana (Jouany & Morgavi, 2007; Al-
Dobaib & Mousa, 2009). Nesse sentido e, no caso especifico para os bovinos, a administracéo de
microrganismos tem como objetivo regular a microbiota intestinal, reduzindo a frequéncia de
infeccBes entéricas (Jouany & Morgavi, 2007; Chaucheyras-Durand & Durand, 2010) e ruminal,
evitando quadros de acidose (Al-Dobaib & Mousa, 2009) que, consequentemente, promovem o
aumento nas as taxas de digestdo e de conversdo alimentar e reduzem a morbidade e a mortalidade
dos animais (Collins et al., 2009).

Os bovinos sdo um dos principais reservatérios de bactérias enterotoxigénicas e de carater
zoondtico (Lejeune & Wetzel, 2007), principalmente aquelas pertencentes ao género Escherichia (E.
coli 0157:H17), sendo responsaveis por grandes prejuizos econdmicos e de saude publica (Griffin &
Tauxe, 1991). Além disso, as frequentes diarreias na fase monogastrica neonatal sdo um dos
principais fatores limitantes a criacdo de bezerros (Gaagia et al., 2010) e reduzem, na fase adulta, a
producéo leiteira e a taxa de concepcdo. Nesse sentido, as administraces de Bactérias do Acido
Lético (BAL) e leveduras estdo associadas a estabilizagcdo da microbiota intestinal, promovendo a
salde do animal, ganho de peso e reduzindo a contaminacdo das carcacas por microrganismos
patogénicos (Collins et al., 2009).

Na fase poligastrica os microrganismos atuam principalmente no rumem (Chaucheyras-
Durand & Durand, 2010). Em condi¢bes normais (pH 6,0) hd um equilibrio entre as taxas de
producéo de acidos graxos volateis (acetato, propionato e butirato), sintetizada pela fermentacdo dos
microrganismos, e a taxa de transporte dessas substancias para o figado do animal. Quando ha o
acumulo desses &cidos ocorre o quadro de acidose ruminal (pH 5.6), promovendo a proliferagdo de
bactérias produtoras de lactato, principalmente Streptococcus bovis, culminando na reducdo das
populagBes de microrganismos celuloliticos e na capacidade digestiva do animal (Jouany & Morgavi,
2007). Dentre os microrganismos utilizados para o controle desse quadro tém-se as leveduras
pertencentes a espécie Saccharomyces cerevisiae como um dos principais agentes reguladores,
diminuindo as populagfes de microrganismos produtores de lactato, como Str. bovis, e estimulando a
proliferacdo daqueles consumidores dessa substancia, como Selenomonas ruminantium e
Megasphaera elsdenii (Nisbet et al., 1991; Collins et al., 2009). Outro papel dessas leveduras € a
capacidade de reduzir as concentracdes de oxigénio no 6rgéo, tornando-o estritamente anaerébio, o
gue promove a proliferacdo de microrganismos celuloliticos (Collins et al., 2009), determinando no

aumento da digestibilidade das fibras alimentares e da taxa de conversédo alimentar.

Além da questdo econdmica existe um potencial ambiental em relacdo a utilizagdo de
leveduras como aditivo alimentar (Collins et al., 2009; Chaucheyras-Durand & Durand, 2010). O
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metano é um dos principais gases do efeito estufa e cerca de 15% do total, encontrado no ambiente,
€ produzido no rumem em decorréncia da fermentacao anaerdbica de arqueias metanogénicas que o
sintetiza, principalmente, a partir de acetato e hidrogénio (Takahashi et al., 2005). Avaliagfes in vitro
observaram que as administracbes de Sac. cerevisiae sdo capazes de promover a reducdo da
emissao de gases metano no liquido ruminal apés 24 horas (Lila et al., 2004), podendo balancear a
microbiota ruminal em detrimento de microrganismos acetogénicos e metanogénicos. Apesar disso,
existem poucas evidéncias concretas quanto o papel da administracdo de leveduras in vivo na

reducdo da metanogénese ruminal, sendo necessarios mais estudos a respeito (Collins et al., 2009).

1.3- Bactérias indigenas como aditivos a dieta de bovinos

Apesar do grande destaque dado as leveduras, as Bactérias Consumidoras de Lactato (BCL)
e as Bactérias do Acido Latico (BAL) tém papel importante como aditivo alimentar para os bovinos.
Dentre as BCL’s destacam aquelas pertencentes aos géneros Megasphaera, Propionibacterium e
Selenomonas (Jouany & Morgavi, 2007; Collins et al., 2009, Chaucheyras-Durand & Durand, 2010),
sendo administradas em condicGes onde a dieta oferecida ao animal é rica em teores de amido e de
acucar. Alimentos ricos desses nutrientes sdo rapidamente fermentados, acumulando acidos no
rumem, principalmente o lactato que desequilibra a microbiota normal do animal e reduz as
populacées de microrganismos celuloliticos (Jouany & Morgavi, 2007). A administracdo dessas
bactérias tem como finalidade eliminar o quadro de acidose e aumentar o pH ruminal (proximo de 6.0)

pela remocéao do lactato.

As BAL’s, mesmo apresentando um metabolismo energético no qual o principal residuo
produzido é o lactato, também podem ser administradas em animais adultos. Os principais géneros
utilizados pertencem ao Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus e Streptococcus (Collins et al.,
2009), sendo utilizadas em casos especificos nos quais as populagdes de BCL’s encontram-se
deprimidas, modulando e promovendo a proliferacdo dessas bactérias pela manutencdo de um nivel
basal de lactato (Nocek & Kautz, 2006; Chaucheyras-Durand & Durand, 2010). Além disso, a
utilizagcdo das BAL'’s é mais destacado na fase monogastrica dos bovinos (Embrapa, 2001; Gaagia et
al., 2010), destacando o género Lactobacillus cujo papel esta associado & modulacdo da microbiota
intestinal, reduzindo as taxas de infec¢es e preservando as mucosas de injdrias por microrganismos
patogénicos (Collins et al., 2009).

Baseado nisso, as BCL’s, as BAL's e assim como as leveduras utilizadas como aditivos
alimentares podem ser classificadas como probioticos, que, de um modo geral, séo definidos como
microrganismos vivos com a capacidade de conferir beneficios & saide de seu hospedeiro quando
administrado em quantidades adequadas (FAO, 2002°).
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1.3.1- O género Lactobacillus

Os Lactobacillus sédo eubactérias pertencentes ao filo Firmicutes, classe Bacilli ordem
Lactobacillales e familia Lactobacillaceae. Nao apresentam capacidade de esporulacdo e sdo
caracterizados pela sua forma em bastonete ou cocobacilos, apresentando uma parede celular
externa rigida constituida por peptideoglicanos, acidos teicoicos e lipoteicéicos que lhes conferem o
status de Gram positivo. Além disso, sédo microaerofilicos e quimio-organotroficos, requerendo meios
enriquecidos para o crescimento (Felis & Dellaglio, 2007). O género apresenta uma estrutura
filogenética bastante complicada, sendo parafilético com Pediococcus e apresentando quatorze
agrupamentos (Figura 1): Grupo L. delbrueckii, L. salivarius, L. reuteri, L. buchneri, L.
alimentarius/farciminis, L. casei, L. sakei, L. fructivorans, L. coryniformis, L. plantarum, L. perolens, L.

brevis, espécies irmas e espécies Unicas (Felis & Dellaglio, 2007).

De acordo com o List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN, 2013), o
género € bastante diverso, apresentando 185 espécies que ocupam 0s mais variados nichos onde os
carboidratos fermentaveis encontram-se disponiveis, como a pele, os tratos gastrointestinal,
respiratorio e vaginal dos animais e humanos, além da matéria organica dos solos e associados aos
vegetais (Felis & Dellaglio, 2007). Estdo presentes em muitos tipos de alimentos como cereais,
bebidas fermentadas, queijos e produtos lacteos, carnes e derivados, dentre outros (Hammes e
Hertel, 2003). Sdo geralmente reconhecidos como seguros (GRAS — do inglés Generally Recognized
as Safe) por frequentemente ndo apresentarem fatores de viruléncia e patogenicidade, como as
hemolisinas, as internalinas e, portanto, sdo utilizados como probidticos para a promocao da saude
animal e humana e bem como pela indlstria alimenticia como suplemento para a obtencdo de

caracteristicas organolépticas desejaveis.

As infec¢des nos primeiros dias de vida do animal sdo um fator limitante na criacdo dos
bezerros e determinam a reducéo das taxas de crescimento e consequente baixa na produtividade na
vida adulta (Ishihara et al., 2001). Na producdo bovina a utilizacdo de Lactobacillus spp. é
evidenciada no periodo poés-natal, quando o animal é mais susceptivel a infecgbes devido ao
desenvolvimento incompleto da microbiota das mucosas e do sistema humoral (Gaagia et al., 2010).
Nesse sentido, Frizzo et al.,, (2011) numa andlise extensa de 21 trabalhos concluiram que a
administracdo de Lactobacillus é capaz de permitir que os animais resistam melhor a infec¢des de
mucosa uma vez que essas bactérias competem por nutrientes e produzem componentes
antimicrobianos (acidos organicos, peréxido de hidrogénio e bacteriocinas) no limen, permitindo-lhes
ocupar nichos especificos em detrimento a microrganismos patogénicos, além de ativar o sistema
imune inato dos hospedeiros (Elam et al., 2003, Younts-Dahl et al., 2005 Peterson et al., 2007; Frizzo
et al., 2011). A profilaxia e salde promovidas séo, portanto, convertidas em ganhos econdmicos ao
produtor, aumentando ganho de peso corpéreo, cerca de 220g/dia e reduzindo a taxa de consumo
alimentar, cerca de 800g/dia (Frizzo et al., (2011).
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Figura 1: Arvore filogenética de bactérias pertencentes ao género Lactobacillus.
O género apresenta 14 agrupamentos baseados em sequencias do rDNA 16S (Felis & Dellaglio, 2007).



1.3.2- O género Weissella

Taxonomicamente, o género Weissella pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli ordem
Lactobacillales e familia Leuconostocaceae. Sao bactérias Gram positivas, caracterizados pela sua
forma de bacilo curto ou ovoide, ambos ocorrendo em pares ou cadeias curtas. Pertencem ao grupo
de BAL'’s, sdo quimio-organotroéficos, facultativamente anaerébicos e sem capacidade de esporulagao
e motilidade (Bergey’s Manual, 2009).

De acordo com o List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN, 2013), o
género é constituido por 16 espécies e foi descrito por Collins et al., (1993) ao observar, em uma
identificacdo preliminar por testes bioquimicos, e mais adiante, por analises de sequencias do rDNA
16S, que bactérias pertencentes a espécie Leuconostoc paramesenteroides se assemelhavam mais a
espécies de Lactobacillus do que a espécies de Leuconostoc, formando um clado monofilético que
passou, entdo, a ser denominado Weissella (Figura 2).
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Figura 2: Arvore filogenética de BAL’s construida a partir de sequencias do rDNA 16S. O género
Weissella forma um agrupamento monofilético, formando um novo tédxon (Collins et al., 1993)
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Assim como os Lactobacillus, bactérias pertencentes ao género Weissella sdo encontradas
colonizando os alimentos, plantas e mucosas orais e intestinais de animais e humanos (Euzéby,
2009). Além disso, podem ser encontradas em culturas de sangue e urina e bem como em drenagens
ou amostras de vesiculas biliares (Bjorkroth et al., 2002), ndo sendo descartado potenciais
patogénicos a esses microrganismos (Olano et al., 2001). Apesar disso, Weissella spp. apresentam
potenciais funcionais e probidticos, sendo isoladas novas linhagens das mucosas humanas (Lee et
al., 2012) e animais (Soto et al., 2010; Ayeni et al., 2011) para utilizacdo como promotor da sadde em

seus hospedeiros.

1.4- Mecanismos de acdo dos probioticos

Um probiético deve fundamentalmente se enquadrar em pelo menos uma das seguintes
categorias: (I) manter a homeostase da microbiota e ser capaz de inibir a proliferacdo de patégeno
pelas interagfes micrébio-micrébio; (II) promover a funcdo de barreira epitelial; e (Ill) modular a
resposta imune (Lebeer et al. 2008). Dado a complexidade dessas fun¢cBes e o grande numero de
fatores associados, como diferencas na constituicdo da parede celular e proteinas de superficie, além
da producédo e eliminacédo de diferentes substancias é proposto que a caracteristica probidtica seja
linhagem dependente, estabelecendo interacdes e respostas especificas e determinando o efeito
desejado no hospedeiro (Lebeer et al. 2008).

No caso das BAL’s, a muito sdo reportados trabalhos evidenciando esses beneficios,
principalmente aqueles associados a microbiota intestinal dos animais onde esses organismos
desempenham papéis importantes na fisiologia dos seus hospedeiros, como a atuacéo no auxilio da
digestdo e assimilacdo de nutrientes, protecdo contra a colonizacéo de patégenos (Pillai e Nelson
2008), prevencdo de enterocolites necrotizantes em neonatos prematuros (Deshpande et al. 2007),
regulacdo do armazenamento de lipideos, prevencdo de céncer colorretal (Rafter et al. 2007),
tratamento para a sindrome do intestino irritAvel (Camilleri 2006) e estimulagdo da angiogénese
intestinal (Backhed et al. 2005). Fora desse sitio de coloniza¢@o, o uso de BAL’s como probidticos
também parece promissora, Falagas et al. (2007) reportam a possibilidade da utilizacdo de L.
acidophilus, L. rhamnosus GR-1 e L. fermentum RC-14 no combate a vaginoses bacterianas,
restaurando a microbiota normal e Meurman & Stamatova (2007) citam em sua revisao varios pontos

positivos quanto a administracdo de probidticos para a salde bucal, incluindo o combate a caries.

1.4.1- Promocé&o da homeostase da microbiota

A manutencdo do equilibrio da microbiota pode ser dada pela atividade antagonista dos
microrganismos administrados, ocorrendo pela secre¢do de substancias capazes de inibir a
proliferacdo de agentes patogénicos (Lebeer et al. 2008). No caso das BAL's os principais

componentes produzidos séo o &cido latico, o perdxido de hidrogénio e bacteriocinas.
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O &cido latico é o principal componente produzido oriundo do metabolismo energético das
BAL'’s, sua atividade esta associado a desnaturagao de proteinas, devido a redugdo do pH local, e
pela capacidade de alterar a permeabilidade da membrana externa de bactérias Gram-negativas
(Alakomi et al., 2000) como foi observado em Sal. enterica sorovariedade Typhimurium (De
Keersmaecker et al. 2006). O peréxido de hidrogénio atua promovendo estresse oxidativo nos
microrganismos, seu papel € mais destacado na mucosa vaginal onde a presenga das BAL’s
produtoras dessa substancia agem reduzindo a frequéncia de infec¢Bes bacterianas e promovendo
salide do 6rgdo (Vallor et at., 2001). Além disso, os efeitos antagonistas das bacteriocinas também
vém sendo observados, atuando ndo somente em microrganismos relacionados, mas também em

agentes patogénicos como Listeria monocytogenes (Corr et al. 2007).

1.4.2- Promocdao da funcdo de barreira epitelial

Outro mecanismo associado ao efeito probidtico é a preservacdo da funcdo de barreira
epitelial, podendo ocorrer pela exclusdo competitiva, pela indugdo da producdo de muco e pela

promocao da adesdo entre as células epiteliais das mucosas.

A exclusdo competitiva ocorre entre as linhagens patogénicas e os probidticos pelos mesmos
sitios de adesdo nas mucosas ou por nutrientes. Nesse sentido, as linhagens de BAL’s mais
competitivas apresentam melhores chances de colonizar o intestino, vias aéreas e vagina em
detrimento de patégenos invasivos e, portanto, promover a eliminacdo dos mesmos. Varios fatores de
exclusdo competitiva putativos vém sendo propostos como a adesina especifica a manose de L.
plantarum (Pretzer et al. 2005), cujas bactérias mutantes para esse gene apresentam a capacidade
de aderéncia a células HT-29 reduzidas e permitiram a permanéncia da E. coli enteropatogénica. A
camada S também parece ser importante nesses processos, Chen et al. (2007) demonstraram que a
proteina S foi capaz de competir por sitios de adesédo de E. coli enterohemorragica e Sal. enterica.
Além disso, é reportado que certas linhagens de BAL’'s sdo capazes de induzir a producdo de
mucinas (Mack et al. 2003), estimular a adesao célula-célula (Seth et al. 2008) e prevenir a apoptose
pelas células intestinais (Yan et al. 2007), mantendo a integridade da barreira epitelial e reduzindo a

permeabilidade das mucosas.

1.4.3- Modulagéo da respostaimune

A imunomodulagdo nos primeiros dias de vida é promovida pela colonizagéo do intestino e
contribui para o desenvolvimento normal do sistema imune através da induc@o da tolerancia a
antigenos lumiais, auxiliando na prevencdo de doencas autoimunes e alergias alimentares, quadro
alcancado pela geracdo de uma resposta celular balanceada, mediada por células T auxiliares e pela
sintese de Imunoglobulinas A (IgA), muco e defensinas (Shi & Walker, 2004; Lebeer et al., 2010).
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Em um contexto na qual a microbiota esta estabelecida, a administracdo de probidticos nas
mucosas podem induzir diferentes tipos de respostas humorais (inata e/ou adquirida, local e
sistémica) associadas as variagdes estruturais e metabdlicas de cada linhagem (Lebeer et al. 2008).
Na mucosa intestinal, as moléculas de superficie microbianas interagem com os varios tipos celulares
da parede entérica (Células Epiteliais (CE), Células de Paneth (CP) e Células M (CM)) e da lamina

propria (linfécitos B e T e Células Dendriticas (CD)), estimulando uma resposta inata e/ou adaptativa.

A resposta inata desencadeada por probioticos € marcada pela indugéo de IL-8 pelas CE’s,
gue é capaz de estimular a atividade fagocitica e a producao de éxido nitrico pelos macréfagos, além
de induzir a sintese de defensinas pelas CP’s (Delcenserie et al.,2008; Lebeer et al. 2008). A
resposta adaptativa é caracterizada pela apresentacdo dos microrganismos aos linfécitos B e T na
lamina propria. Essa apresentagdo é mediada principalmente pelas CD’s e é dependente da dindmica
do muco intestinal (Lebeer et al., 2010). Entretanto, para que haja a apresentacdo, o microrganismo
deve romper a barreira epitelial para ter acesso as CD’s e como os probidticos ndo apresentam
fatores de patogenicidade e viruléncia essa interface ocorre em trés vias: (I) através das Zénulas de
Oclusdo, transpondo-se entre as CE’s, (ll) transcitose via CM’s ou (lll) fagocitose direta pelas DC’s
através da emissao de dendritos em direcdo ao limen intestinal (Figura 3). Uma vez fagocitado pelas
DC’s os componentes celulares dos probiéticos podem, entéo, ser apresentados aos linfocitos T nos
tecidos linfoides associados que, dependendo da linhagem, induzem a polarizagdo em células T
regulatéria ou auxiliar do tipo 1, 2 e/ou 17 e estimulam as populacdes de linfocito B a produzirem IgA,
protegendo o epitélio intestinal contra patégenos entéricos e toxinas (Lebeer et al., 2010).

1.4.3.1-Vacinas de mucosa utilizando BAL’s como veiculo de proteinas
imunogénicas

Um aspecto importante em relagdo ao uso de BAL’'s como probiéticos é o potencial dos mesmos
serem empregados como veiculos vacinais de mucosa, expressando moléculas imunogénicas de
interesse. Os proveitos a esse tipo de abordagem estéo relacionados ao fato de que as imunizac¢des
de mucosa sdo capazes de gerar respostas imunes locais e sistémicas (Neutra & Kozlowski 2006;
Medina & Guzméan 2001), de apresentar baixo custo de producdo, maior estabilidade e facilidade de
administracdo em comparagdo a outros veiculos vacinais como lipossomas, microesferas,
nanoparticulas (Medina & Guzman 2001) e bactérias patogénicas atenuadas. Além disso, as
capacidades imunoestimulatérias das BAL's, principalmente aquelas associadas a indugdo de uma
resposta adaptativa e a producéo de IgA antigeno-especifico constituem as maiores vantagem da
utilizacdo dessas bactérias, sendo capazes de estimular uma resposta humoral eficiente e rapida
(Wells & Mercenier, 2008; Mac Donald & Bell, 2010). Essas caracteristicas associadas com a
capacidade de sobrevivéncia aos desafios do trato gastrointestinal (variacdes de pH, sais biliares e
enzimas pancreaticas), de apresentar propriedades probioticas conferem a certas BAL's uma
ferramenta promissora na imunizacdo de animais (Hanniffy et al. 2004).
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Figura 3: Principais vias de imunomodulacdo promovida por um probiético.

Um probiético é capaz de interagir com as células dendriticas na lamina propria. O tipo de interacdo é
dependente da dindmica do muco intestinal e, independente da via, é capaz de induzir a producdo de
citocinas, podendo atuar como adjuvante imune. (Retirado e modificado de Lebeer et al., 2010).

O principal destino dessas bactérias em uma vacina oral sdo os linfonodos mesentéricos
intestinais (tecidos linfoides associados ao intestino) e a indug&o da resposta imune € assistida pelas
CD’s que fazem o papel de apresentador de antigenos aos linfécitos T, induzindo uma resposta
adaptativa e a produgéo de imunoglobulinas antigeno-especifica (Figura 4).

Entretanto, varios aspectos devem ser levados em consideracdo em relacdo a essa
abordagem (Wells & Mercenier, 2008), como o tipo de resposta adaptativa promovida pelo
microrganismo (Treg, Thl, Th2 ou Thl7), a via de inoculagdo (oral, intranasal ou intravaginal) e a
guantidade e a localizagdo do antigeno expresso (secretado, ancorado ou citoplasmético). Varios
trabalhos reportam estudos de protecao utilizando BAL’s como veiculos vacinais, demonstrando seu
potencial na protecdo de algumas doencas. Por exemplo, Corthésy et al.,, (2005) observaram a
protecdo parcial ao Helicobacter pylori pela expressao citoplasmatica da proteina UreaseB do mesmo
patégeno. Grangette et al.,, (2002) em um modelo semelhante demonstrou a protecdo de
camundongos & toxina teténica apds a administracdo de Lactobacillus transformados, Zhang et al.,
(2005) verificou uma reducdo da parasitemia em camundongos desafiados com Plasmodium yoelli
apés a imunizacdo com transformantes expressando a proteina MSP1 e De Vrese et al., (2005)
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observou que a capacidade adjuvante de Lactobacillus rhamnosus GG e de L. acidophilus CRL431

ao aumentar a producao de anticorpos anti-pdlio no plasma de crian¢as previamente vacinadas.
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Figura 4: Destino das BAL’s recombinantes no intestino. O percurso das BAL’s até os linfonodos
mesentéricos podem seguir vario caminhos: primeiramente a bactéria ultrapassa a barreira de muco
(1), tendo suas populacdes controladas pela produgéo de IgA (2). A entrada na lamina propria pode
ser realizada via CD’s (3) ou CM’s (4) e entdo transportadas para os linfonodos mesentéricos onde
sdo apresentados aos linfécitos T (5). Caso o epitélio esteja danificado a entrada dos microrganismos
ocorre diretamente a lamina propria (6). Retirado de Wells & Mercenier, 2008.

Para tanto, plasmidios vacinais sdo importantes uma vez que apresentam grande
versatilidade quanto ao tipo de molécula produzida e o seu enderegcamento. Em 2006, Mota et al.
construiram o plasmidio pSuperPCRLBSGFPEmMAB contendo um cassete para expressao heteréloga
em Lactobacillus. Nessa constru¢éo, a regido promotora, o peptideo sinal, a sequéncia de ancoragem
a superficie celular e a regido terminadora do gene lbs, codificador de um tipo de camada S de
Lactobacillus crispatus foram clonados, além do marcador de resisténcia a eritromicina (emrAM) e do
gene reporter GFP (gfpmut2). Linhagens com caracteristicas probioticas isoladas de frango foram
transformadas e expressaram o gene repdérter na superficie, indicando sua robustez e podendo ser
utilizado como vetor vacinal (Mota et al. 2006). Além disso, Moreira & Campos, 2010 (dados n&o
publicados) modificaram o pSuperPCRLBSGFPEmMAB, retirando o gene repérter GFP e introduzindo
no seu lugar um sitio maltiplo de clonagem (Nhel, Sall, Sacl, Notl, Clal) e uma sequéncia codificadora

de cauda de histidina, permitindo uma manipulagdo e clonagens mais flexiveis de sequéncias
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codificadoras de peptideos imunogénicos, além de facilitar processos de purificagao proteica (Figura
5).

Nhel Sall Sacd Neot]l His@X Clal

W | % Baml/Xbal
/

pSuper-PCR-LBS-SMC-Em"
6074pb

Figura 5: Representacdo esquematica do vetor vacinal pLBS SMC_Em_AB.

O vetor pLBS_SMC_Em_AB apresenta a sequéncia promotora, peptideo lider (representados pelo
pLBS), ancora e regido terminadora (representados pelo Anc) do gene Ibs de Lactobacillus crispatus.
O gene mut2 do GFP foi substituido por um sitio mdltiplo de clonagem (SMC) e permite a
manipulacéo e insercdo de peptideos imunogénicos para expressao heter6loga em Lactobacillus. O

marcador de selecdo para Lactobacillus sp. € o da Eritromicina (Em®)(Modificado de Mota et al.,
2006).

1.5-Critérios para selecéo de probidticos veterinarios

A complexidade das funcdes e o grande nimero de fatores associados ao efeito dos
probiético sao refletidos, de certa forma, na grande diversidade dos microrganismos, sendo proposta
gue as caracteristicas benéficas sejam linhagem-dependente e, portanto, necessitando da

observacé@o do comportamento especifico de cada linhagem (Morelli, 2000).

Nesse sentido, s8o propostos critérios de seguranca, funcionais e tecnolégicos para a
selecdo de novas linhagens probidticas. Em relacdo aos aspectos de seguranga, 0 microrganismo
ndo deve apresentar toxicidade ou patogenicidade ao hospedeiro, deve ter sua identificacdo
taxondmica acurada, ser geneticamente estavel e oriundo da espécie ao qual se deseja aplicar o
probidtico (Gaagia et al., 2010). Também devem possuir capacidades adaptativas, conferindo-lhes
caracteristicas funcionais como a de sobreviver aos desafios impostos pelo hospedeiro, como as
variagbes de pH ao longo do trato gastrointestinal, presenca de sais biliares, imunidade local e
enzimas gastricas (Hoyos, 1997; Lebeer et al. 2008;) bem como exibir propriedades tecnolégicas
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como ser viavel em altas densidades populacionais, ter facil proliferacdo in vitro e manter suas
fungBes benéficas durante toda a cadeia produtiva (Gaagia et al., 2010).

Além disso, o microrganismo deve ter suas propriedades probidticas validadas em testes in
vitro e in vivo, como produzir substéncias antagonistas e antimicrobianas, persistir no trato
gastrointestinal, competir pela microbiota residente e exercer pelo menos uma das caracteristicas
benéficas: (I) manter a homeostase da microbiota em um contexto de infeccéo, (Il) promover a funcéo
de barreira epitelial ou (Ill) modular a resposta imune (Lebeer et al. 2008; Gaagia et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Isolar e selecionar, de acordo com seus potenciais funcionais e probiéticos, novas linhagens
de BAL'’s oriundas das mucosas oral, vaginal e intestinal de bovinos para possivel uso como promotor

de crescimento ou como adjuvante imune em vacinas de mucosa.

2.2- Objetivos Especificos

1- Isolamento e identificacdo: Estabelecer culturas em meio especifico para o isolamento de
bactérias laticas orindas das fezes e das mucosas orais e vaginais e identifica-las pela analise de

restricdo enzimatica da regido 16S-23S amplificada e/ou sequenciamento da regido 16S do rDNA.

2- Avaliar os potenciais funcionais e probidticos dos isolados em testes in vitro: (1) a
capacidade dos isolados em resistir ao suco gastrico e sais biliares artificiais, (2) o potencial de
colonizacdo dos isolados através da natureza hidrofobica da superficie celular, (3) a capacidade
antagonista dos isolados a bactérias patogénicas de interesse econdmico, (4) a capacidade produtora
de peroxido de hidrogénio pelos isolados e (5) a presenca de marcadores de resisténcia através do

antibiograma.

3- Selecionar pelo menos uma linhagem oriunda de cada um dos sitios de isolamento para
avaliar a capacidade de colonizacdo e a indu¢éo da producéo de IgA nas mucosas em modelo animal

de camundongo isento de germes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1- Amostragem

As amostras foram obtidas pelos raspados bucais, vaginais e de fezes de quatro novilhas (até
um ano de idade) e trés bezerros holandeses lactentes (até trinta dias de idade) isentos de
tratamento antibiético, pertencentes a fazenda Sao Jodo localizada no municipio de Inhaima, Minas
Gerais. O material coletado foi mantido a 4°C durante o transporte até o processamento imediato no
Laboratorio de Ecologia e Fisiologia de Microrganismos (LEFM) localizado no Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

3.2- Isolamento, caracterizagdo morfotintorial e armazenamento

As amostras foram tituladas em salina tamponada (5,61g NaCl, 1,0g KH,PO,4, Na,HPO,,
0,11g KCI por litro), plagueadas em meio agar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e mantidas em camara anaerébia (Forma Scientific, Marietta, Estados Unidos) contendo
uma atmosfera de 85% de N, 10% de H, e 5% de CO,, no periodo de 18 a 48 horas a 37°C. As
bactérias com diferentes morfotipos foram enté@o isoladas com o auxilio de uma alga de platina e
plagueadas por esgotamento em meio agar MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos)
nas mesmas condicfes anteriores. Deste isolado, apenas uma colbnia por placa foi alcada e crescida
em 5 mL de caldo MRS.

A caracterizacdo morfolégica se deu pelo método de Gram e as bactérias positivas e com
formato bacilar ou coco-bacilar foram selecionadas e armazenadas em ultrafreezer -80°C (Coldlab,
Piracicaba, Brasil) em caldo MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) suplementado
com 20% de Glicerol.

3.3-ldentificacdo molecular dos isolados

Os isolados selecionados foram mantidos por 18hs em 10 mL de meio caldo MRS (Difco
Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos). As amostras foram centrifugadas a 8000 x g por 10
minutos, lavadas com 1 mL de agua deionizada, suspendidas em 1 mL de LiCl 5M e mantidas sob
agitacdo durante uma hora. Em seguida, foi procedido outra centrifugacdo, o precipitado foi lavado
com 1 mL de agua deionizada e suspendido em tampéao protoplasmatico (50mM de Tris-HCI pH 8.0,
10mM de EDTA e 25mM de Sacarose) suplementado 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, Diren, Alemanha) de acordo com as

recomendac®es do fabricante.

O método de identificagdo baseou-se na analise de restricdo do DNA ribossdémico amplificado
de acordo com Moreira et al. (2005), utilizando os trés polimorfismos de tamanho observados no

Espagador Transcrito Interno | (ITS | - do inglés Internal Transcribed Spacer |) entre os genes
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codificadores das subunidades ribossbmicas 16S e 23S. Os espacadores mais as regides
conservadas a 3’ do gene 16S e 5" do gene 23S foram amplificados em uma Unica reagéo utilizado 10
pmols dos iniciadores 16-1A (5 GAA TCG CTA GTA ATC G 3) e 23-1B (5 GGG TTC CCC CAT
TCG GA 3) descritos por Tilsala et al. (1997), PCR Master Mix (Promega Corporation, Madison,
Estados Unidos) com 0,2mM de cada desoxiribonucleotideo trifosfato, 1,5mM de MgCl,, 1,5 unidades
(U) de Tag DNA polimerase e 10ng de DNA. A amplificacdo se deu ao longo de 35 ciclos (95°C por
30 segundos, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) apos a desnaturacéo inicial (95°C por 2
minutos) e finalizada pela extenséo final (72°C por 5 minutos). Os trés espacadores amplificados
foram submetidos a restrices enzimaticas independentes utilizando as seguintes endonucleases:
Sphl, Ncol, Nhel, Sspl, Csp45l, EcoRV, Dral, Vspl, Hincll, EcoRl, Hindlll (Promega, Madison, Estados
Unidos) e Avrll (New England Biolabs Inc., Ipswich, Estados Unidos). Os produtos amplificados e
digeridos foram corridos em gel de agarose 1,4% e observados em transluminador ultravioleta apds a
coloracdo com brometo de etidio. Os perfis de restricdo obtidos foram comparados com os perfis de
bactérias de referéncia ou de isolados previamente identificados pertencentes ao género
Lactobacillus (Anexo 1).

Para isolados os quais os perfis de restricdo ndo foram descritos de acordo com aqueles
observados no Anexo | lancou-se mao do sequenciamento e andlise da regido 16S do rDNA. As
reagdes de amplificacdo foram realizadas utilizando 30pmols dos primers 27F (5' AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG 3') e 1492R (5' GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 3') descritos por Lane (1991), 10ng de
DNA molde e PCR Master Mix (Promega Corporation, Madison, Estados Unidos), com 0,2mM de
cada desoxiribonucleotideo trifosfato, 1,5mM de MgCl,, 1,5 U de Taq DNA polimerase. O programa
de amplificacdo foi 0 mesmo utilizado para a regido 16S-23S do rDNA. Os amplicons foram
purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Corporation,
Madison, Estados Unidos) e sequenciados no Nucleo de Analise de Genoma e Expressao Génica
(NAGE), UFMG, usando o kit DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare,
Piscataway, Estados Unidos) para os sistema de sequenciamento automatico MegaBACE 1000 (GE
Healthcare, Piscataway, Estados Unidos). As sequéncias obtidas foram comparadas com aquelas
depositadas no GenBank, utilizando o algoritmo BLASTn 2.215 do pacote Basic Locus Alignment
Search Tool 2.0 (BLAST 2.0) disponivel no portal do Centro Nacional para Informacdo em
Biotecnologia (NCBI - do inglés National Center of Biotechnology Information -

http://www.ncbi/nim/nih.gov/blast).

3.4-Caracterizacéo funcional e probidtica in vitro

Todos o0s experimentos para caracterizacdo funcional e probidtica dos isolados foram
realizados trés vezes independentes e em triplicata, com excecdo dos testes de antagonismo e

antibiograma que foram realizados duas vezes independentes.
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3.4.1- Reativagéo

Os isolados congelados foram reativados através de um in6culo de 2% (v/iv) em 5 mL de meio
caldo MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) e mantidos em anaerobiose (85% de N,
10% de H; e 5% de CO,) durante 18 horas. As colonias mantidas nessas condi¢bes serviram como

segundo in6culo em 5 mL de caldo MRS e mantido nhas mesmas condi¢des anteriores.
3.4.2- Resisténcia ao suco gastrico artificial

A avaliacdo da resisténcia ao suco gastrico artificial foi realizada de acordo com Neumann
(1991) e adaptada para microplaca. As culturas em fase estacionéaria foram diluidas 10X em solucao
salina 0,9%, pH 7.0 (controle) e em suco gastrico artificial (2g/L NaCl, pepsina 3,2 g/L, pH 2,5) (teste).
As amostras foram incubadas a 37°C durante 3hs, centrifugadas por 1 minuto a 13000rpm e
suspendidas em caldo MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos). As suspensbes
bacterianas foram aliquotadas em microplacas e incubadas a 37°C. A densidade Optica no espectro
de 620, (ODg2onm - do inglés Optical Density) foram avaliadas a cada 30 minutos durante 12 horas
em espectrofotbmetro (Microplate Spectrophotometer System SpectraMax 340, Molecular Devices,
Sunnyvale, Estados Unidos) para o estabelecimento das curvas de crescimento. As areas sob as
curvas controle e teste foram calculadas através do software Origin 7.0 (OriginLab Corp.,
Northampton, Estados Unidos) e a porcentagem de inibicdo relativa foi estabelecida pela razdo da
area teste sobre a &rea controle. Os isolados foram categorizados como resistentes, tolerantes e
sensiveis para, respectivamente, valores de inibicdo menores que 33,0%, valores entre 33,1% e

65,9% e valores acima de 66,0%.
3.4.3- Resisténcia aos sais biliares artificiais

A avaliacdo da resisténcia a sais biliares foi realizada de acordo com Walker & Gilliland
(1993). As bactérias ativadas e em fase estacionaria foram inoculadas (2% (v/v)) em meio caldo MRS
(controle) e caldo MRS contendo 0,3% (v/v) de Oxgall (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados
Unidos) (teste) e incubadas a 37°C. As leituras espectrofotométricas (ODgzonm) OCOrreram a cada 30
minutos durante 12 horas em espectrofotdmetro (Microplate Spectrophotometer System SpectraMax
340, Molecular Devices, Sunnyvale, Estados Unidos) para o estabelecimento das curvas de
crescimento. As areas sob as curvas controle e teste foram calculadas através do software Origin 7.0
(OriginLab Corp., Northampton, Estados Unidos) e a porcentagem de inibi¢éo relativa foi estabelecida
pela razdo da area teste sobre a area controle. Os isolados foram categorizados como resistentes,
tolerantes e sensiveis para, respectivamente, valores de inibicdo menores que 33,0%, valores entre
33,1% e 65,9% e valores acima de 66,0%.

3.4.4- Teste de hidrofobicidade da parede celular

A hidrofobicidade da superficie celular foi avaliada pela medida de particdo a solventes
organicos (MATS - do inglés Microbial Adhesion to Solvents). Um mL de culturas dos isolados em

fase estacionaria foram centrifugadas (3500rpm/10minutos), lavadas duas vezes com 1mL de PBS
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(137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 4,3 mM de Na,HPO, e 1,47 mM de KH,PO,, pH final de 7,4) e
suspendidas em 1mL de solugdo de KNO; (0,1 Molar, pH 6,2). A densidade Optica (600nm) foi
ajustada para valores entre 0,5 e 0,9 (A0). Em seguida, 120uL das suspensdes bacterianas foram
aliguotadas e houve a adi¢do de 20pL de Xileno, as amostras permaneceram 10 minutos em repouso
seguido de homogeneizagdo em vortex por 2 minutos e mantidas novamente em repouso durante 50
minutos. A fase aquosa foi removida e a densidade Optica foi estabelecida (Al). A MATS foi avaliada
pela porcentagem de bactérias associadas ao Xilol através da razdo de (A0-Al) sobre AO. Os
isolados foram categorizados como hidrofobicos para valores de MATS maiores ou iguais a 50%.

3.4.5- Antagonismos a bactérias patogénicas

Placas contendo agar MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) foram
preparadas e armazenadas 24 horas a 4°C e em seguida incubadas durante 12hs a 37°C para
secagem. Cinco microlitros dos isolados reativados e em fase estacionaria foram inoculados
mantendo um spot definido e mantidos por 18hs em anaerobiose (85% de N, 10% de H, e 5% de
COy) a 37°C. Em meio Brain Heart Infusion (BHI) caldo (Acumedia Neogen Corp., Lansing, Estados
Unidos) sete bactérias patogénicas - Bacillus cereus ATCC 11778, Listeria monocytogenes ATCC
15313, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Escherichia coli
ATCC 25723, Salmonella enterica ATCC 14028 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 - foram
ativadas com inéculo de 2% e crescidas a 37°C durante 18 horas, dois repiques foram realizados. Os
patégenos ativados foram inoculados (2%) em BHI semi-sélido (0,75% de agar bacteriolégico) e
foram despejados sobre as placas contendo os isolados previamente mortos com vapor de
cloroférmio (2mL em papel filtro por 1h), formando uma sobrecamada. A atividade antagonista foi
avaliada medindo-se os halos de inibicdo com paquimetro digital (Mitutoyo Sul Americana Ltda.,
Santo Amaro, Brasil) apds a incubacédo das placas a 37°C durante 12 horas. O antagonismo foi
considerado positivo quando a medida do didametro halo de inibi¢do encontrava-se maior ou igual a 10

mm.
3.4.6- Producédo de perdxido de hidrogénio

A sintese de peréxido de hidrogénio foi avaliada seguindo o método colorimétrico de Rabe e
Hillier (2003). Isolados em fase estacionaria foram inoculados em placas contendo meio TMB-plus
(Brucella Agar 43,0g, TetrametilBenzidina Dihidroclorito 0,25g, Amido 20,0g Solucdo de hemina
(0,05%), 10,0mL, MgSO, 0,57g, MgS0O,.H,O 0,12g, Solu¢éo de Peroxidase (0,1%) 10,0mL e Soro de
Cavalo, 50mL em 1 litro de agua destilada) e mantidos 18 horas a 37°C em anaerobiose e expostas
ao ar durante 30 minutos. Os isolados foram categorizados qualitativamente como produtores de
peroxido de hidrogénio quando o in6culo adquiria tons azulados devido & atividade oxidante da

substancia produzida.
3.4.7- Antibiograma

O antibiograma foi realizado através do método de difusdo em disco. Os isolados foram

mantidos em crescimento em agar MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) em
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anaerobiose (85% de N, 10% de H, e 5% de CO,) durante 24 horas a 37°C. Em seguida a turbidez
das amostras isoladas foi ajustada em salina 0,9% de acordo com a escala nefelométrica de
McFarland equivalente a 10° unidades formadoras de coldnia (UFC) por mililitro — referente ao tubo
de nimero 0,5 da escala. As amostras ajustadas foram espalhadas em placas de Petri contendo agar
MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) com o auxilio de zaragatoa estéril, cobrindo
totalmente a superficie do meio. Em seguida os discos antimicrobianos — Amicacina (30ug),
Ampicilina (10ug), Cloramfenicol (30ug), Eritromicina (15ug), Penicilina (10 U), Oxacilina (1ug) e
Vancomicina (30pg) (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) - foram depositados sobre a superficie das
placas e incubados em anaerobiose durante 48 horas a 37°C. Os halos de inibicdo de crescimento
foram medidos com paquimetro digital (Mitutoyo Sul Americana Ltda., Santo Amaro, Brasil) e os
isolados foram categorizados para cada um dos antibiéticos como sensiveis, moderadamente
sensiveis ou resistentes de acordo com Charteris et al. (1998).

3.5- Caracterizagao probiotica in vivo

Camundongos de ambos o0s sexos pertencentes a linhagem Swiss NIH (Taconic,
Germantown, Estados Unidos) com padrao sanitario axénico, de sete a oito semanas de vida, foram
retirados do biotério de Gnotobiologia da UFMG e foram mantidos em mini-isoladores Alesco
ALE.MIL.01.03 (Alesco Ind. e Com. Ltda., SP, Brasil) em biotério com controle circadiano (12 horas
diurno/12 horas noturno) e de temperatura (18°C a 23°C) ao longo de todo o experimento. Os animais
receberam ad libitum racéo sélida e agua esterilizadas, respectivamente, por calor seco e umido. O
experimento foi realizado em duplicata, utilizando trés animais em cada grupo amostral. O
experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG e as
documentacfes referentes as permissées encontram-se no protocolo de niumero 203/2009, aprovado
em 09/02/2009.

3.5.1- Monoassociacdo e avaliacdo da colonizagdo das mucosas

Quatro isolados, um oriundo de cada uma das mucosas oral e vaginal e dois oriundos das
fezes foram selecionados, baseado nos testes in vitro, quanto suas caracteristicas funcionais e
probidticas. Os animais foram contidos e monoassociados (dose Unica) em condi¢bes estéreis com
10° UFC’s (volume de 10pL) pela via intranasal ou intravaginal com, respectivamente, um isolado
bucal (G1) e um vaginal (G2) previamente selecionados. Dois isolados pertencentes as fezes foram
usados para a monoassociacdo, has mesmas condicdes anteriores, através de um inoculo de 10°
UFC'’s (volume de 100uL) pela via intragastrica (Grupos G3 e G4). O controle negativo (G0) utilizado
foram camundongos axénicos. No décimo dia os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e foram coletados os seguintes materiais: Grupo G1: traqueia e pulméo; G2: vagina; G3 e
G4: intestinos. No grupo GO foram coletados todos os materiais anteriormente citados. Os 6rgéos e
as fezes foram pesados, macerados, titulados, plagueados em &gar MRS (Difco Laboratories Inc.,
Detroit, Estados Unidos) e incubados em anaerobiose (85% de N,, 10% de H, e 5% de CO,) no

periodo de 24 a 48 horas a 37°C a fim de se obter as contagens microbioldgicas.
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3.5.2- Avaliacéo dainducéo da producéo de Imunoglobulina A (IgA)

Os pulm@es, os fluidos vaginais e intestinais dos animais pertencentes, respectivamente, aos
grupos G1, G2 e G3/G4 foram coletados no décimo dia apds a monoassociagdo dos animais. O
material foi pesado, homogeneizado e diluido na proporcdo de 1:4 em salina tamponada
suplementada com coquetel de inibidor de protease (1,04mM AEBSF, 800nM Aprotinin, 40uM
Bestatin, 140uM E-64, 200uM Leupeptin, 150uM Pepstatin A) (Sigma-Aldrich Co., Saint. Louis,
Estados Unidos) e armazenados a -20°C até seu processamento. Amostras recém-descongeladas
foram centrifugadas a 2000 X g por 30 minutos a 4°C. Os niveis de IgA foram avaliados por ELISA de
captura usando anticorpos anti-IgA de camundongo produzido em cabra (Sigma-Aldrich Co., Saint.
Louis, Estados Unidos) e anticorpos anti-IgA de camundongo conjugado com peroxidase produzido
em cabra (Sigma-Aldrich Co., Saint. Louis, Estados Unidos). A reacdo colorimétrica foi avaliada
utilizando-se o-fenileno-diamino (OPD, Sigma-Aldrich Co., Saint. Louis, Estados Unidos) como
substrato. As concentracdes da imunoglobulina foram determinadas usando um padréo de IgA

purificado (Southern Biotechnology Associates Inc., Birmingham, Estados Unidos).

3.5.3- Andlises estatisticas

As analises foram realizadas no software BioEstat 5.0. Foram realizados os testes de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov para os dados obtidos. As analises das variancias das médias
entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Tukey, sendo considerados estatisticamente

significativos valores de significAncia maior que 95% (p<0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1- Isolamento, caracterizagdo morfotintorial e identificagéo

Cento e nove linhagens bacterianas foram submetidas a coloracdo de Gram, selecionado-se
77 isolados que se adequaram aos critérios de selecdo quanto a constituicdo e forma da parede
celular: coloragdo Gram-positiva e formato bacilar ou coco-bacilar. Do total de isolados selecionados,

28 foram oriundos da mucosa oral, 2 da mucosa vaginal e 47 das fezes.

A identificacdo ao nivel de espécie seguiu a proposta de Moreira et al. (2005), através da
avaliagdo dos perfis de restricdo enzimatica dos polimorfismos de tamanho observados nos trés
Espacadores Transcritos Internos | (ITS | - do inglés Internal Transcribed Spacer |) entre os genes
codificadores das subunidades ribossomais 16S e 23S. Esse método é capaz de discernir
preditivamente o género de BAL’s comumente cultivado em meio MRS, devido ao nimero e a
diferencas de tamanho encontradas na regido ITS de determinadas espécies: Streptococcus,
Lactococcus e Leuconostoc, apresentam apenas um tipo de espacador, que quando amplificado é
capaz de formar apenas uma banda; Enterococcus, Oenococcus apresentam dois tipos de
espacadores; e Lactobacillus, Pediococcus, Weissella apresentam trés. Desse modo, isolados
previamente selecionados tiveram seus acidos desoxirribonucleicos extraidos e submetidos a técnica
em questdo. Dos 77 isolados, 7 apresentaram apenas uma banda, sendo preditivamente
classificados como pertencentes aos géneros Streptococcus/Lactococcus/Leuconostoc, sendo

retirados do pool de amostragem.

Em seguida, procedeu-se a digestdo enzimética dos amplicons referente as amostras
pertencentes ao género Lactobacillus/Pediococcus/Weissella (70 isolados). Doze enzimas foram
utilizadas (Sphl, Ncol, Nhel, Sspl, Csp45I, EcoRV, Dral, Vspl, Hincll, EcoRlI, Hindlll e Avrll) e com
elas foi possivel identificar nove espécies de Lactobacillus (L. acidophilus, L. animalis, L. casei, L.
farciminis, L. fermentum, L. johnsonii, L. perolens, L. reuteri e L. salivarius) pela comparacdo dos

perfis obtidos com aqueles previamente estabelecidos (Anexo ).

L. acidophilus, L. animalis, L. casei, L. farciminis, L. fermentum, L. johnsonii, L. perolens, e L.
salivarius foram identificados pela analise direta dos perfis encontrados no Anexo I. L. reuteri teve sua
identificagdo confirmada pelo sequenciamento da regido do rDNA 16S, uma vez que seu perfil de
restricdo identificava-se com os perfis de L. panis e L. pontis (Figura 6). Além disso, trés grupos de
isolados ndo apresentaram perfis semelhantes com aqueles encontrados no Anexo | e também
tiveram o sequenciamento da regido do rDNA 16S realizado, confirmando a identificacdo dos
mesmos como W. cibaria, W. hellenica e W. paramesenteroides (Apéndice A e Figura 6).
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Lactobacillus acidophilus

actobaal/us sallvarlus

Lactobacillus casei

Lactobacillus johnsonii

Lactobacillus animalis

Lactobacillus perolens

Weissella hellenica Weissella paramesenteroides

Lactobacillus fermentum

Weissella cibaria

Figura 6: Perfis de restricdo dos isolados e suas identificagdes ao nivel de espécie.
L. reuteri, W. cibaria, W. hellenica e W. paramesenteroides tiveram suas identificacdes confirmadas
pelo sequenciamento do rDNA 16S.

Dos 28 isolados orais, L. fermentum foi a espécie predominante (53,5%), seguido de W.
paramesenteroides (35,5%), W. cibaria (7,5%) e L. perolens (3,5%), na mucosa vaginal, foram obtidos

dois isolados pertencentes a espécie W. hellenica (Tabela 1).

39



Tabela 1: Relacao dos isolados orais e vaginais e suas respectivas identificacfes ao nivel de

espécie.
Isolados Orais
Isolado Identificag&o Isolado Identificag&o
V1B - 01 Lactobacillus fermentum V2B —05 Lactobacillus perolens
V1B - 02 Lactobacillus fermentum
V1B - 03 Lactobacillus fermentum V3B - 12 Weissella cibaria
V1B - 04 Lactobacillus fermentum VL1 -15 Weissella cibaria
V3B - 08 Lactobacillus fermentum
V3B — 09 Lactobacillus fermentum V2B —06 Weissella paramesenteroides
V3B — 10 Lactobacillus fermentum V3B —07 Weissella paramesenteroides
V1L — 13 Lactobacillus fermentum V3B —11 Weissella paramesenteroides
V2L — 18 Lactobacillus fermentum V1L —14 Weissella paramesenteroides
V2L — 20 Lactobacillus fermentum V1L —16 Weissella paramesenteroides
V3L — 24 Lactobacillus fermentum V1L —17 Weissella paramesenteroides
V3L — 25 Lactobacillus fermentum V2L —19 Weissella paramesenteroides
V3L — 26 Lactobacillus fermentum V2L —21 Weissella paramesenteroides
V3L — 27 Lactobacillus fermentum V2L —22 Weissella paramesenteroides
V3L — 28 Lactobacillus fermentum V3L —23 Weissella paramesenteroides
Isolados Vaginais
Isolado Identificacdo Isolado Identificag&o
V1V - 29 Weissella hellenica V1V - 30 Weissella hellenica

Das fezes foram obtidas sete espécies, sendo L. reuteri a predominante (77,5%), seguido de

L. johnsonii (10%), L. acidophilus, L. animalis, L. casei, L. farciminis e L. salivarius tiveram a

abundancia relativa de 2,5 % com apenas um isolado representando cada espécie (Tabela 2).

Trabalhos recentes limitam-se ao isolamento e caracterizac@o probidtica de linhagens oriunda das

mucosas intestinais (Soto et al., 2010, Maldonado et al., 2012, Ripamonti et al., 2011, Ayeni et al.,

2011), negligenciando os potenciais associados a microbiota de outras mucosas. Nesses trabalhos

bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Weissella foram isolados destacando-se as

espécies L. reuteri, L. fermentum, L. johnsonii, L. animalis, L. casei, L. farciminis e L. salivarius além

de W. paramesenteroides e W. confusa.

Tabela 2: Relac&o dos isolados fecais e suas respectivas identificacdes ao nivel de espécie.

Isolados Fecais

Isolado Identificac&o Isolado Identificac&o Isolado Identificacdo
B1F - 36 Lactobacillus acidophilus B1F -35  Lactobacillus reuteri B5F - 09 Lactobacillus reuteri
B2F - 41 Lactobacillus reuteri B6F - 01 Lactobacillus reuteri
B4F - 04 Lactobacillus animalis B4F - 01 Lactobacillus reuteri B6F - 02 Lactobacillus reuteri
B4F - 03 Lactobacillus reuteri B6F - 03 Lactobacillus reuteri
B4F - 02 Lactobacillus casei B4F - 07 Lactobacillus reuteri B6F - 04 Lactobacillus reuteri
B4F - 08 Lactobacillus reuteri B6F - 05 Lactobacillus reuteri
B4F - 06  Lactobacillus farciminis B4F - 09 Lactobacillus reuteri B6F - 06 Lactobacillus reuteri
B5F - 01 Lactobacillus reuteri B6F - 07 Lactobacillus reuteri
B1F - 34  Lactobacillus johnsonii B5F - 02  Lactobacillus reuteri  B6F - 08 Lactobacillus reuteri
B2F - 40  Lactobacillus johnsonii B5F - 03  Lactobacillus reuteri  B6F - 10 Lactobacillus reuteri
B3F - 44  Lactobacillus johnsonii B5F - 04  Lactobacillus reuteri  B6F - 11 Lactobacillus reuteri
B3F - 46  Lactobacillus johnsonii B5F - 05  Lactobacillus reuteri B3F - A Lactobacillus reuteri
B5F - 06 Lactobacillus reuteri B3F-B Lactobacillus reuteri
B1F - 31 Lactobacillus reuteri B5F - 07 Lactobacillus reuteri B3F-C Lactobacillus reuteri
B1F - 32 Lactobacillus reuteri B5F - 08 Lactobacillus reuteri
B2F - 38 Lactobacillus salivarius
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4.2-Caracterizacdo funcional e probidtica in vitro

As avaliacBes dos aspectos funcionais e dos potenciais probioticos foram realizados com o
objetivo de se observar o comportamento especifico das linhagens e de estabelecer critérios para a
selegdo para posteriores testes in vivo, sendo realizadas em todos os isolados pertencentes aos

géneros Lactobacillus e Weissella, independente do sitio de isolamento, oral, vaginal ou intestinal.

4.2.1 — Resisténcia ao suco gastrico e sais biliares artificiais

Para o estabelecimento das funcdes benéficas, um probidtico deve apresentar caracteristicas
adaptativas que Ihes permitem resistir e proliferar ao transito gastrointestinal, como as variagcfes de
pH e osmolaridade e bem como a agédo dos fluidos gastricos e entéricos (Hoyos, 1997; Lebeer et al.
2008). O suco gastrico, devido ao pH extremamente reduzido e a presenca de enzimas proteoliticas,
atua reduzindo a diferenca de pH intra e extracelular, desbalanceando processos de transporte
transmembrana, além de promover a desnaturacdo e degradacdo proteica. Os sais biliares séo
constituidos por moléculas anfipaticas com potencial antimicrobiano, apresentando atividade sobre a
superficie bacteriana além de agir como detergente destruindo diretamente a membrana (Lebeer et
al., 2008). Portanto, o suco gastrico e os sais biliares constituem uma classe de substancias de
importancia uma vez que é capaz reduzir drasticamente as populacdes microbianas (Gaagia et al.,
2010), podendo interferir no efeito probidtico. Nesse sentido, os isolados obtidos foram expostos a

essas substancias, avaliando-se a cinética de crescimento nas condi¢cdes adversas.

Os graficos referentes aos resultados a exposicdo ao suco gastrico e sais biliares séo
apresentados no Apéndice B e C, respectivamente, e a porcentagem de inibi¢do para cada isolado é
apresentado na Tabela 3. Experimentos tém demonstrado que linhagens de BAL’s geralmente sao
tolerantes ao suco gastrico artificial em estudos in vitro (Mirlohi et al., 2009; Ripamonti, et al., 2011;
Silva et al., 2013), sendo observado resultados semelhantes nesse trabalho. Nesse aspecto, somente
o isolado oral W. paramesenteroides V3B-07, o isolado vaginal W. hellenica V1V-30 e os isolados
fecais L. johnsonii B1F-34 e L. johnsonii B2F-40 foram considerados moderadamente sensiveis
(inibicdo entre 33% e 66%). O restante da amostragem apresentou inibi¢do de crescimento menor

gue 33% e foram consideradas resistentes.

A origem de isolamento tem sido relatada como um critério relevante para a sele¢do de
probiéticos, uma vez que é esperada uma melhor capacidade adaptativa e, consequentemente,
melhores caracteristicas funcionais das linhagens oriundas de um ambiente semelhante aquele em
gue ela foi isolada (Morelli, 2000; Saarela, 2000; Gaagia et al., 2010). Tal fato foi observado no
desafio aos sais biliares onde, de um modo geral, os isolados provenientes da mucosa intestinal
apresentaram melhor capacidade de crescimento quando submetido a esse tipo de estresse. De um
modo geral, 50% dos isolados orais foram categorizados como sensiveis (inibicdo acima de 66%),
46,5% como moderadamente sensiveis (inibicado entre 33% e 66%) e 3,5% como resistente (inibicao
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abaixo de 33%). Em contrapartida, os isolados fecais foram considerados sensiveis para somente

15% das amostras, moderadamente sensiveis para 37,5% e 47,5% considerados resistentes,

destacando-se L. reuteri B3F-B com apenas 4,72% de inibig&o.

Tabela 3: Porcentagem de inibicdo dos isolados orais e vaginais frente ao desafio do suco
gastrico e sais biliares artificiais. SG (Suco géastrico). SB (Sais biliares).

Isolados Orais

Isolado SG (%) SB (%) Isolado SG (%) SB (%)
L. fermentum V1B-01 0,00 76,65 L. perolens V2B-05 0,00 68,29
L. fermentum V1B-02 6,59 45,97
L. fermentum V1B-03 0,00 80,31 W. cibaria V3B-12 2,72 79,62
L. fermentum V1B-04 8,72 44,79 W. cibaria VL1-15 2,71 71,97
L. fermentum V3B-08 17,23 14,75
L. fermentum V3B-09 0,29 38,76 W. paramesenteroides V2B — 06 0,00 71,65
L. fermentum V3B-10 30,77 62,42 W. paramesenteroides V3B — 07 41,79 77,79
L. fermentum V1L-13 4,03 48,09 W. paramesenteroides V3B — 11 0,00 72,20
L. fermentum V2L-18 7,42 43,76  W. paramesenteroides V1L - 14 21,88 91,84
L. fermentum V2L-20 5,24 72,51 W. paramesenteroides V1L -16 17,07 75,35
L. fermentum V3L-24 0,00 41,01 W. paramesenteroides V1L —-17 15,19 56,84
L. fermentum V3L-25 12,12 67,99 W. paramesenteroides V2L —19 13,29 60,63
L. fermentum V3L-26 15,97 63,89 W. paramesenteroides V2L — 21 7,63 58,26
L. fermentum V3L-27 3,27 81,39 W. paramesenteroides V2L —22 11,37 52,68
L. fermentum V3L-28 16,79 54,92 W. paramesenteroides V3L — 23 0,00 55,89
Isolados Vaginais
Isolado SG (%) SB (%) Isolado SG (%) SB (%)
W. hellenica V1V-29 0,57 83,80 W. hellenica V1V-30 45,86 72,27
Isolados Fecais
Isolado SG(%) SB(%) Isolado SG(%) SB(%)
L. acidophilus B1F-36 3,64 68,12 L. reuteri B5F-02 14,24 14,35
L. reuteri B5F-03 4,44 27,01
L. animalis B4F-04 1,50 65,43 L. reuteri B5F-04 0,03 29,95
L. reuteri B5F-05 14,07 35,50
L. casei B4F-02 0,00 76,73 L. reuteri B5F-06 11,44 17,27
L. reuteri B5F-07 1,51 24,54
L. farciminis B4F-06 6,10 52,20 L. reuteri B5F-08 13,00 23,81
L. reuteri B5F-09 16,22 26,91
L. johnsonii B1F-34 39,98 98,85 L. reuteri B6F-01 6,10 27,15
L. johnsonii B2F-40 34,42 100,00 L. reuteri B6F-02 10,08 24,79
L. johnsonii B3F-44 19,49 54,44 L. reuteri B6F-03 15,89 29,71
L. johnsonii B3F-46 1,08 61,61 L. reuteri B6F-04 11,45 22,65
L. reuteri B6F-05 12,21 25,46
L. reuteri B1F-31 0,00 54,45 L. reuteri B6F-06 19,53 18,23
L. reuteri B1F-32 3,64 28,09 L. reuteri B6F-07 6,87 36,62
L. reuteri B1F-35 1,68 60,13 L. reuteri B6F-08 9,74 43,28
L. reuteri B2F-41 7,06 68,25 L. reuteri B6F-10 1,74 23,18
L. reuteri B4F-01 16,51 26,11 L. reuteri B6F-11 19,08 20,34
L. reuteri B4F-03 6,41 37,51 L. reuteri B3F-A 0,03 33,86
L. reuteri B4F-07 5,33 47,36 L. reuteri B3F-B 15,23 4,72
L. reuteri B4F-08 6,68 45,04 L. reuteri B3F-C 5,33 32,62
L. reuteri B4F-09 14,24 36,24
L. reuteri B5F-01 10,89 42,85 L. salivarius B2F-38 15,91 100,00
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4.2.2- Hidrofobicidade da superficie celular

O teste de hidrofobicidade permite avaliar qualitativamente a natureza polar da superficie
bacteriana, sendo importante indicador do potencial de adesdo do microrganismo em superficies
apolares como as do epitélio intestinal, vaginal e das vias aéreas (Kos et al., 2003). Nesse sentido, a
fim de se estabelecer mais um critério de selegdo, os isolados foram submetidos a avaliacdo da
polaridade da superficie celular pela interacdo com o hidrocarboneto apolar Xileno, observado por
Pelletier et al., (1997) como um solvente organico capaz de mimetizar o aspecto hidrofébico do

epitélio das mucosas.

Os resultados referentes a esse teste encontram-se na Tabela 4. Entre os isolados orais,
53,5% e 43,5% foram categorizados como hidrofobicos e hidrofilicos, respectivamente, destacando
W. paramesenteroides V3B-11 com 80% de associacdo ao Xilol. Os isolados vaginais foram
hidrofobicos, destacando a natureza apolar de W. hellenica V1V-30 proximo de 99%. Dentre os
isolados fecais, 77,5% apresentaram a caracteristica desejavel sendo L. salivarius B2F-38 com

aproximadamente 100% de associac¢édo, a maior encontrada entre todas as amostras.

Apesar da avaliagdo da polaridade evidenciar o carater hidrofébico da parede celular dos
isolados, o teste é apenas um indicador primario para adesdo de microrganismos nas superficies
epiteliais, uma vez que a interacdo entre micrébio-hospedeiro € um processo complexo, envolvendo
interacdes especificas molécula-molécula presentes nas superficies das células epiteliais e dos
microrganismos (Lebeer et al., 2008; Mangoni, 2009), sendo necessarios ensaios diretos como
aqueles realizados em cultivos celulares ou em animais axénicos. Nesse sentido, a avaliacdo da
hidrofobicidade, apesar de fornecer um dado numérico é um teste qualitativo preditivo, devendo-se

lancar mao de metodologias mais robustas.

Tabela 4: Adesdo microbiolégica ao solvente organico Xileno. AMSO (Adesdo microbioldgica a
solventes orgéanicos)

Isolados Orais

Isolado AMSO(%) Isolado AMSO(%)
L. fermentum V1B-01 63,70 L. perolens V2B-05 54,92
L. fermentum V1B-02 56,47
L. fermentum V1B-03 56,31 W. cibaria V3B-12 61,85
L. fermentum V1B-04 53,61 W. cibaria VL1-15 47,58
L. fermentum V3B-08 60,57
L. fermentum V3B-09 44,44 W. paramesenteroides V2B-06 51,37
L. fermentum V3B-10 48,59 W. paramesenteroides V3B-07 58,55
L. fermentum V1L-13 47,89 W. paramesenteroides V3B-11 80,64
L. fermentum V2L-18 52,41 W. paramesenteroides V1L-14 47,60
L. fermentum V2L-20 47,12 W. paramesenteroides V1L-16 48,05
L. fermentum V3L-24 52,45 W. paramesenteroides V1L-17 48,55
L. fermentum V3L-25 59,70 W. paramesenteroides V2L-19 46,61
L. fermentum V3L-26 54,66 W. paramesenteroides V2L-21 49,38
L. fermentum V3L-27 46,33 W. paramesenteroides V2L-22 45,97
L. fermentum V3L-28 47,47 W. paramesenteroides V3L—-23 50,65

Isolados Vaginais

Isolado AMSO(%) Isolado AMSO(%)

W. hellenica V1V-29 65,48 W. hellenica V1V-30 98,94
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Tabela 4: Continuag&o.

Isolados Fecais
Isolado AMSO(%) Isolado AMSO(%)
L. acidophilus B1F-36 70,28 L. reuteri B5F-02 52,46
L. reuteri B5F-03 72,68
L. reuteri B5F-04 61,24
L. reuteri B5F-05 49,61
L. reuteri B5F-06 60,99
L. reuteri B5F-07 66,61
L. reuteri B5F-08 60,32
L. reuteri B5F-09 48,54
L. johnsonii B1F-34 71,45 L. reuteri B6F-01 55,47
L. johnsonii B2F-40 60,30 L. reuteri B6F-02 56,40
L. johnsonii B3F-44 66,94 L. reuteri B6F-03 48,58
L
L
L
L
L
L
L
L.
L.
L.

L. animalis B4F-04 67,87
L. casei B4F-02 64,12

L. farciminis B4F-06 56,07

L. johnsonii B3F-46 51,07 . reuteri B6F-04 46,54
. reuteri B6F-05 50,59
. reuteri B6F-06 42.14
. reuteri B6F-07 48,54
. reuteri B6F-08 46,22
. reuteri B6F-10 61,02
. reuteri B6F-11 55,75

reuteri B3F-A 67,92

reuteri B3F-B 56,22

reuteri B3F-C 61,32

. reuteri B1F-31 90,43
. reuteri B1F-32 27,93
. reuteri B1F-35 78,00
. reuteri B2F-41 74,89
. reuteri B4F-01 83,40
. reuteri B4F-03 67,05
. reuteri B4F-07 54,08
. reuteri B4F-08 63,04
. reuteri B4F-09 59,68
. reuteri B5F-01 47,95 L. salivarius B2F-38 99,85
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4.2.3- Antagonismo a bactérias patogénicas e producéo de peroxido de hidrogénio

A atividade antagonista é um critério fundamental para a selecdo de novas linhagens para a
aplicacdo em animais (Collins et al., 2009), reduzindo a frequéncia de infec¢des intestinais e de
mucosas além da contaminacdo das carcacas (Gaagia et al.,, 2010). Em relagdo as BAL'’s varias
substancias estdo associadas ao efeito antagonista como o 4cido latico, o perdxido de hidrogénio e
as bacteriocinas (Collins et al., 2009). Nesse sentido, os isolados foram mantidos em agar MRS,
permitindo sua proliferacdo e a producdo e difusdo de substancias antimicrobianas. Em seguida
utilizou-se um amplo espectro de bactérias patogénicas intestinais e sistémicas a fim de se observar

o efeito das substancias produzidas pelas BAL's sobre as mesmas.

As infeccdes intestinais, principalmente aquelas provocadas por Escherichia coli
enterotoxigénica acometem principalmente os bezerros nas primeiras semanas de vida e reduzem as
taxas de crescimento, além de provocar morbidade e mortalidade, causando graves prejuizos aos
produtores rurais. Os resultados referentes ao antagonismo podem ser observados na Tabela 5. A
relacdo antagbnica de cada isolado frente a um determinado patégeno foi categorizada como
atividade positiva (+) ou negativa (-) baseada na medida dos didmetros dos halos de inibicdo. A
maioria dos isolados apresentou antagonismo a todos o0s patdgenos testados, exceto alguns isolados
fecais os quais ndo foram capazes de inibir o crescimento de alguns dos patdgenos avaliados,
principalmente os Gram-negativos Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa e o Gram-positivo
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Enterococcus faecium. As medidas dos didmetros dos halos de inibicado podem ser observadas no
Apéndice D.

O peréxido de hidrogénio é um agente antagonista que pode estar associado a capacidade
de colonizacao vaginal (Vallor et al. 2001), sendo importante para a manutencdo do equilibrio da
microbiota através do combate a bactérias patogénicas (Collins et al., 2009). Nesse sentido, a
avaliacdo da producao dessa substancia se deu de forma qualitativa langando-se méo do meio TMB-
plus (Rabe & Hillier, 2003), no qual o perdxido de hidrogénio produzido por determinadas linhagens é
capaz de se complexar com a peroxidase e promover uma reacao oxidativa e colorimétrica sobre o

tetrametil-benzidina-dihidroclorito, gerando uma coloragédo azulada.

Na Tabela 5 encontram-se os resultados quanto a sintese de peréxido de hidrogénio pelos
isolados. De um modo geral, e de forma contraria a encontrada por Maldonado et al., 2012 na qual
somente cerca de 20% dos isolados orais e intestinais de bovinos foram capazes de produzir o
peroxido de hidrogénio, a maioria dos isolados orais (92,8%) e intestinais (82,5%) desse estudo
produziu a substancia de interesse (Figura 7), sendo somente as linhagens L. fermentum V2L-18, W.
paramesenteroides V2L-21, L. acidophilus B1F-36, L. farciminis B4F-06, L. johnsonii B1F-34, L.
johnsonii B3F-44, L. johnsonii B3F-46, L. reuteri B1F-31, L. reuteri B1F-35 consideradas néo
produtoras. Os isolados vaginais também foram capazes de produzir a substancia, sendo promissora

aplicagdo dessas linhagens nesses sitios para a promogao da homeostase vaginal.

Figura 7: Perfis da sintese de peré6xido de hidrogénio de alguns dos isolados de BAL'’s.
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Tabela 5: Atividade antagonista e producéo de perdxido de hidrogénio dos isolados. As bactérias reveladoras utilizadas foram Bacillus
cereus ATCC 11778 (Bc), Listeria monocytogenes ATCC 15313 (Lm), Staphylococcus aureus ATCC 29213 (Sa), Enterococcus faecalis ATCC
19433 (Ef), Escherichia coli ATCC 25723 (Ec), Salmonella enterica ATCC 14028 (Se) e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 (Pa).

Bactéria Patogénica Bactéria Patogénica
Isolados Orais Bc Lm Sa Ef Ec Se Pa H,0O, Isolados Orais Bc Lm Sa Ef Ec Se Pa H)0,
L. fermentum V1B-01 + + + + o+ + + + L. perolens V2B-05 + + + o+ o+ + + +
L. fermentum V1B-02 + + + + + + o+ +
L. fermentum V1B-03 + + + + o+ + + + W. cibaria V3B-12 + + + o+ 4 + + +
L. fermentum V1B-04 + + + + o+ 4+ 4+ + W. cibaria VL1-15 + + + O+ o+ o+ o+ +
L. fermentum V3B-08 + + + + + + o+ +
L. fermentumV3B-09 + + + + + + + +  W.paramesenteroidesV2B-06 + + + + + + + +
L. fermentumV3B-10 + + + + + + + +  W.paramesenteroidesV3B-07 + + + + + + + +
L. fermentum V1L-13 + + + + + + 4 +  W.paramesenteroidesV3B-11 + + + + + + + +
L. fermentum V2L-18 + + + + + + 4 - W. paramesenteroides VIL-14 + + + + + + + +
L. fermentumVvV2L-20 + + + + + + 4 +  W. paramesenteroides VIL-16 + + + + + + + +
L. fermentumV3L-24 + + + + + + 4 +  W. paramesenteroides VIL-17 + + + + + + + +
L. fermentumV3L-25 + + + + + + + +  W. paramesenteroides V2L-19 + + + + + + + +
L. fermentum V3L-26 + + + + + + 4 +  W.paramesenteroidesV2L-21 + + + + + + + -
L. fermentum V3L-27 + + + + + + 4 +  W. paramesenteroides V2L -22 + + + + + + + +
L. fermentumV3L-28 + + + + + + + +  W. paramesenteroides V3L-23 + + + + + + + +
Isolados Vaginais Bc Lm Sa Ef Ec Se Pa H,0, Isolados Vaginais Bc Lm Sa Ef Ec Se Pa H,0,

W. hellenicaViv-29 + + + + + + + + W. hellenica V1V-30 + o+ + o+ + o+ o+ +




Tabela 5: Continuag&o.

Bactéria Patogénica

Bactéria Patogénica

Isolados fecais Bc Lm Sa Ef Ec Se Pa H;0; Isolados fecais Bc Lm Sa Ef Ec Se Pa H;0O,
L. acidophilus B1F-36  + + + o+ - + o+ - L. reuteri B5F-02 + + + + o+ o+ o+ +
L. reuteri B5F-03 + + + 4+ o+ O+ - +
L. animalis B4F-04 + + + + o+ 4+ 4+ + L. reuteri B5F-04 + + + 4+ o+ o+ - +
L. reuteri B5F-05 + + + + o+ + + +
L. casei B4F-02 + o+ o+ o+ o+ o+ o+ + L. reuteri B5F-06 + 4+ 4+ o+ o+ o+ 4 +
L. reuteri B5F-07 + + + + o+ + + +
L. farciminis B4F-06 + + + + + - L. reuteri BSF-08 + + + + + + 4+ +
L. reuteri B5F-09 + + + + 4+ + + +
L. johnsonii B1IF-3¢ - + - - - - - - L. reuteriB6F-01  + + + + + + + +
L. johnsonii B2F-40 + + + + o+ + L. reuteri B6F-02 + + + + o+ o+ o+ +
L. johnsonii B3F-44 - + + - - 4+ + - L. reuteri B6F-03  + + + + + + 4+ +
L. johnsonii B3F-46  + + + - - -+ L. reuteriB6F-04 + + + + + + + +
L. reuteri B6F-05 + + + + o+ o+ O+ +
L. reuteri B1F-31 + o+ o+ o+ o+ o+ o+ - L. reuteri B6F-06 + + + + + + 4+ +
L. reuteri B1F-32 + o+ o+ o+ o+ o+ o+ + L. reuteri B6F-07 + + + + + + 4+ +
L. reuteri B1F-35 + o+ o+ o+ o+ - - - L. reuteri B6F-08 + + + + + + 4+ +
L. reuteri B2F-41 + o+ o+ o+ o+ o+ o+ + L. reuteri B6F-10 + + + + + + 4+ +
L. reuteri B4F-01 + 0+ o+ o+ o+ o+ o+ + L. reuteri B6F-11  + + + + + + 4+ +
L. reuteri B4F-03 + + + + o+ o+ o+ + L. reuteri B3F-A + + + o+ o+ o+ o+ +
L. reuteri B4F-07 + + + + o+ o+ o+ + L. reuteri B3F-B + + + o+ o+ o+ o+ +
L. reuteri B4F-08 + + -+ o+ o+ o+ + L. reuteri B3F-C + + + o+ o+ o+ o+ +

L. reuteri B4F-09 + + + + o+ o+ o+ +

L. reuteri B5F-01 +  +  + + + o+ 4 + L.salivariusB2F-38 + + + + + + + +
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4.2.4- Antibiograma

A presencga de residuos de antibidticos em alimentos de origem animal é cada vez mais
preocupante, sendo capazes de selecionar microrganismos resistentes e alterar a terapéutica
humana e animal. Além disso, a crescente utilizacdo de diferentes linhagens microbiolégicas como
culturas iniciadoras ou como aditivo alimentar contendo genes de resisténcia associados a elementos
moveis agravam 0 quadro uma vez que esses marcadores podem se disseminar para organismos
patogénicos. Nesse sentido, a EFSA (do inglés Europe Food Safety Authority) estabeleceu critérios
para a sele¢cdo de microrganismos a serem utilizados como aditivos alimentares, sendo um deles a
avaliacdo da presenca de marcadores de resisténcia de importancia médica e veterinaria (EFSA,
2008). O antibiograma é um teste que avalia a seguranca dos microrganismos, e de certa forma a
estabilidade genética, pela presenca de marcadores de resisténcia em elementos moveis, sendo
considerado um importante critério para a selecdo de novas linhagens de microrganismos a serem
utilizados em culturas iniciadoras ou como aditivo alimentar para humanos e animais (EFSA, 2008).
Portanto, foi avaliada a susceptibilidade dos isolados frente aos antibiéticos pertencentes a classe
dos betalactamicos (ampicilina, penicilina e oxacilina), aminoglicosideos (amicacina), macrolideos

(eritromicina), fenicdis (cloranfenicol) e glicopeptideos (vancomicina) pela técnica de difusdo de disco.

Os resultados referentes aos perfis antimicrobianos dos isolados encontram-se na Tabela 6.
Em relacdo a susceptibilidade a ampicilina e cloramfenicol, todos os isolados foram categorizados
como sensiveis. Quanto aos isolados orais todos foram sensiveis a eritromicina, 85,5% sensiveis a
penicilina (14,5% moderadamente sensiveis), 85% resistentes a amicacina (10,5% moderadamente
sensiveis e 3,5% sensiveis), 92% resistentes a oxacilina (4% sensiveis e moderadamente sensiveis)
e 100% resistentes a vancomicina. Os perfis microbianos dos isolados vaginais foram praticamente
idénticos, diferindo apenas na susceptibilidade a amicacina (W. hellenica V1V-29 resistente e V1V-30
sensivel) e penicilina (W. hellenica V1V-29 moderadamente sensivel e V1V-30 sensivel). Dos
isolados fecais, 95% foram sensiveis a eritromicina (5% moderadamente sensiveis), 90% sensiveis a
penicilina (10% moderadamente sensiveis), 55% resistentes a amicacina (22,5% sensiveis e
moderadamente sensiveis), 100% resistentes a oxacilina e 97,5% resistentes a vancomicina (2,5%

moderadamente sensiveis).

De um modo geral, os isolados de BAL'’s desse estudo apresentaram resisténcia a amicacina,
oxacilina e vancomicina, sendo considerada intrinseca para o género Lactobacillus, uma vez que os
marcadores associados encontram-se estavelmente localizados no cromossomo bacteriano
(vancomicina) ou ndo sendo transmitidos através de elementos moéveis como plasmidios (amicacina e
oxacilina) (Marthur & Singh, 2005). Devido ao escasso conhecimento a respeito da susceptibilidade
aos antimicrobianos do género Weissella, optou—se manter o mesmo critério de andlise realizada
para o género Lactobacillus, uma vez que os dois tdxos sdo filogeneticamente relacionados. Nesse
sentido, e para o espectro de antibidticos usados, todos os isolados poderiam ser selecionados para

aplicacdo em nutricdo animal.
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Tabela 6: Perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados. Os antibiéticos

Cloranfenicol (CL), Eritromicina (ER), Penicilina (PN), Oxacilina (OX) e Vancomicina (VN).

utilizados foram Amicacina (AC), Ampicilina (AP),

Antibiético Antibiético
Isolados Orais AC AP CL ER PN OX VN Isolados Orais AC AP CL ER PN OX VN
L. fermentum V1B-01 MS S S S S R R L. perolens V2B-05 R S S S S R R
L. fermentum V1B-02 R S S S S R R
L. fermentum V1B-03 R S S S S R R W. cibaria V3B-12 R S S S S R R
L. fermentum V1B-04 R S S S S R R W. cibaria VL1-15 R S S S MS R R
L. fermentum V3B-08 R S S S S R R
L. fermentum V3B-09 R S S S S S R W. paramesenteroides V2B -06 R S S S MS R R
L. fermentum V3B-10 R S S S S R R W. paramesenteroides V3B -07 R S S S MS R R
L. fermentum V1L-13 S S S S S MS S W.paramesenteroides V3B—-11 R S S S S R R
L. fermentum V2L-18 R S S S S R R W. paramesenteroides V1L —-14 S S S S S R R
L. fermentum V2L-20 R S S S S R R W. paramesenteroides V1L —-16 R S S S S R R
L. fermentum V3L-24 R S S S S R R W. paramesenteroides V1L -17 R S S S S R R
L. fermentum V3L-25 R S S S S R R W. paramesenteroides V2L - 19 R S S S S R R
L. fermentum V3L-26 R S S S S R R W. paramesenteroides V2L —-21 R S S S S R R
L. fermentum V3L-27 MS S S S S R R W. paramesenteroides V2L —22 R S S S S R R
L. fermentum V3L-28 MS S S S S R R W. paramesenteroides V3L -23 R S S S MS R R
Isolados Vaginais AC AP CL ER PN OX VN Isolados Vaginais AC AP CL ER PN OX VN
W. hellenica V1V-29 R S S S S R R W. hellenica V1V-30 S S S S MS R R
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Tabela 6: Continuag&o.

Antibiético

Isolados fecais

AC AP CL ER PN OX VN

Isolados fecais

AC

AP CL ER PN OX VN

L. acidophilus B1F-36 MS S

L. animalis B4F-04

L. casei B4F-02

L. farciminis B4F-06

L. johnsonii B1F-34
L. johnsonii B2F-40
L. johnsonii B3F-44
L. johnsonii B3F-46

. reuteri B1F-31
. reuteri B1F-32
. reuteri B1F-35
. reuteri B2F-41
. reuteri B4F-01
. reuteri B4F-03
. reuteri B4F-07
. reuteri B4F-08
. reuteri B4F-09
. reuteri B5F-01
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4.3- Caracterizacdo probidtica in vivo - Colonizagao e inducéo da producéo de IgA

A selecdo de novas linhagens probidticas deve obedecer a critérios levando em consideracéo
aspectos funcionais, tecnoldgicos e de segurancga (Collins et al., 2009, Gaagia et al., 2010). Nesse
sentido, ao longo do trabalho foram utilizados alguns parédmetros para se avaliar esses aspectos,
como a inibicdo ao suco gastrico e sais biliares artificiais, a hidrofobicidade da superficie celular, a
atividade antagonista a bactérias patogénicas, a producédo de perdxido de hidrogénio e a resisténcia a
antibidticos. A sintese dos resultados, excetuando-se o antibiograma, é mostrada no Apéndice E.

Para o estabelecimento das fung8es probidticas no sitio intestinal um determinado isolado
deve ser capaz de sobreviver as condicGes de adversidade impostas pelo hospedeiro além de
competir com a microbiota para o seu estabelecimento (Lebeer et al., 2008). Além disso, é desejavel
gue as linhagens utilizadas sejam oriundas do mesmo sitio o qual serdo administrados, uma vez que
€ esperado que os fatores adaptativos estejam presentes nos isolados (Morelli, 2000; Saarela, 2000;
Gaagia et al., 2010). Varios fatores estdo associados a sobrevivéncia ao trato gastrointestinal e
fundamentam-se na manutencdo da constituicdo da integridade da parede celular, no reparo e
protecdo do DNA e proteinas, além da presenca de moléculas transportadoras na superficie
microbiana, bombeando ions protonizados e bile para o ambiente extracelular (Lebeer et al., 2008).

Nesse sentido, e levando também em consideracéo as caracteristicas da parede celular e o
antagonismo a bactérias patogénicas, foram selecionados dois isolados fecais para avaliac@es in
vivo. Lactobacillus farciminis B4F-06 e Lactobacillus reuteri B3F-B apresentaram amplo espectro
antagonista, inibindo o crescimento de todos os patdégenos testados, apresentaram superficie celular
hidrofébica, foram resistentes a simulagdo com suco gastrico artificial (15,23% e 6,10% de inibicéo,
respectivamente) e, respectivamente, resistente e tolerante aos sais biliares (4,72% e 52,20% de
inibicao).

O peréxido de hidrogénio é uma substancia antagonista associado a saude vaginal (Vallor et
al. 2001). A base genética da producdo dessa substancia ndo é clara (Lebeer et al., 2008), mas é
evidente o seu papel no antagonismo a patégenos bacterianos como aquelas pertencentes ao género
Salmonella (Pridmore et al., 2008). O isolamento de linhagens probidticas e sua administracdo para o
controle de vaginoses provocadas por microrganismos patogénicos é uma importante ferramenta
para a manutencédo da saude do plantel, uma vez que a via vaginal € uma importante etapa para o
estabelecimento da microbiota de bezerros neonatos, evitando a diarreia neonatal, uma das principais
causas de mortalidade nesse grupo (Nader-Macias et al., 2008). Nesse sentido, o critério de selecao
de um isolado vaginal para os testes in vivo se baseou principalmente na capacidade de producéo
dessa substancia. Além disso, 0 espectro antagonista e a hidrofobicidade da superficie celular
também foram considerados, sendo W. hellenica V1V-30 escolhida dentre os isolados vaginais por

apresentar as melhores caracteristicas.

Recentemente, estudos avaliam a capacidade de isolados de BAL’s modularem a resposta

imune da mucosa dos tratos aéreos além de competir com microrganismos patogénicos por sitios de
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adesdo, auxiliando no combate a infec¢cbes provocadas por Orthomyxoviridae (H1N1), por
Paramyxoviridae (Pneumovirus) e por bactérias pneumocdcicas (Harata et al., 2010; Stanislaw et al.,
2011; Licciardi et al., 2012). Nesse sentido, um isolado oral foi selecionado para indculo intranasal em
camundongos. O critério de selecdo levou em consideracdo 0 espectro antagonista e a
hidrofobicidade da parede celular, sendo o isolado L. fermentum V3B-08 escolhido para os testes in

Vivo.

Para a avaliacdo da capacidade de adesdo ao tecido epitelial das mucosas, os isolados
selecionados: L. fermentum V3B-08 (G1), W. hellenica V1V-30 (G2), L. farciminis B4F-06 (G3) e L.
reuteri B3F-B (G4) foram utilizados para monoassociar animais axénicos nos sitos os quais foram

isolados (exceto L. fermentum V3B-08, indculo intranasal).

Os resultados referentes a estabilidade dos isolados nas mucosas encontram-se no Quadro
1. Varios mecanismos estdo associados com a interacdo e adesdo aos epitélios das mucosas,
incluindo a hidrofobicidade da superficie celular (Klayraung et al., 2008). Entretanto, a interacdo
mucosa-microrganismo é bastante complexa, demandando interacdes moleculares especificas como
a participacdo de proteinas de adeséo a fibronectina, camada S, moléculas de adesdo ao muco, entre
outras (Lebeer et al., 2008). Nesse sentido, a incapacidade de adesdo e manutencdo de L. reuteri
B3F-B poderia estar associado a auséncia desses fatores ou pela incapacidade de sobreviver a
certos estresses causados pelo transito intestinal ndo avaliados neste trabalho, como o choque
osmatico e enzimas entéricas. Outro fato a ser levado em consideracdo sdo os titulos plaqueados em
agar MRS, diluicBes de sexta e quarta ordem foram realizadas para os macerados intestinais,
existindo a possibilidade da manutencdo do isolado em popula¢gdes reduzidas ndo detectada pelo
método utilizado. Por outro lado, L. farciminis B4F-06 apresentou estabilidade, permanecendo no
trato gastrointestinal ao longo dos dez dias de monoassocia¢éo, sendo interessante a avaliacdo do
isolado frente a infec¢des intestinais. Os isolados oral e vaginal também apresentaram estabilidade
nos sitios avaliados, apresentando o potencial quanto a competicdo por sitios de adesdo em

contextos de infec¢do da mucosa.

IgA é a principal imunoglobulina produzida pelas mucosas, sendo de fundamental importancia
para a salude das mesmas, ligando-se a superficie bacteriana que medeiam a adesdo as células
epiteliais e impedindo a ligacdo do patdégeno aos receptores usados em sua translocacao (Strugnell &
Wijburg, 2010).

Os pulmdes dos animais pertencentes ao grupo G1, os fluidos vaginais dos animais
pertencentes ao grupo G2 e os contelddos intestinais dos animais pertencente aos grupos G3 e G4
foram coletados para avaliar o potencial imunomodulador dos isolados selecionados quanto a
producéo de IgA nos sitios de indculo. Os materiais obtidos foram submetidos a ELISA de captura, os
dados referentes ao experimento foram submetidos ao teste de normalidade e & analise de variancia
das médias pelo teste de Tukey. Os resultados sdo mostrados na Figura 8.
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De um modo geral, todos os isolados induziram de forma estatisticamente significativa a
producdo de IgA, incluindo, e de forma surpreendente, o grupo G4, no qual as populacbes de L.
reuteri B3F-B ndo foram detectados nas contagens intestinais (Quadro 1). Tal fato pode ser explicado
pela possibilidade do isolado ter se estabilizado em contagens relativamente reduzidas e,

consequentemente, ndo sendo observadas nos titulos nos quais os materiais foram plaqueados.

Quadro 1: Contagens relativas a capacidade de colonizagdo dos isolados selecionados em
modelo murino axénico.

L. fermentum V3B-08 (G1)
Traqueia 6,5x 10° + 0,71 x 10° UFC/g
Pulmdo 2,1x10*+ 0,14 x 10* UFC/g
W. hellenica V1V-30 (G2)
L. farciminis B4F-06 (G3)
Duodeno 2,03 x 10’ +0,18 x 10" UFC/g
Jejuno 8,28 x 10" + 1,75 x 10" UFC/g
fleo 3,16 x 10" +0,02 x 10’ UFC/g
Ceco 3,97 x 10° + 0,35 x 10’ UFC/g
Célon 3,48 x 10'+ 0,28 x 10" UFC/g

L. reuteri B3F-B (G4)
Nao detectado

Em animais isentos de germes o contato com a microbiota comensal é capaz de promover a
diferenciagédo das CM'’s no epitélio, a entrada de linfécitos T e B na lamina propria, a formagéo dos
centros germinativos e a producéo de IgA. A natureza da IgA produzida é considerada polirreativa,
gerando anticorpos com especificidades distintas. Cerca de 85% da IgA secretada em animais
axénicos apdés monoassociacdo ndo sdo reativas com a bactéria colonizadora, atuando nos mais
diferentes antigenos lumiais (Strugnell & Wijburg, 2010). Nesse sentido, a administracéo de linhagens
probiéticas capazes de induzir a sintese de IgA, como as desse estudo, é interessante, uma vez que
essa indugdo apresenta um carater profilatico devido a inespecificidade das IgA’s produzidas
podendo atuar no combate a patdégenos e toxinas. Além disso, um dos principais requisitos para a
utilizagdo de BAL’s como veiculos vacinais de mucosa é a sua capacidade de estimular uma resposta
humoral através da inducdo de IgA (Wells & Mercenier, 2008), nesse sentido, todos isolados

selecionados nesse estudo apresentam o potencial para essa finalidade.
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L. farciminis L. reuteri

Avaliacdo da inducdo da produgao
de IgA em animais monoassociados

com W. hellenica V1V-30

Avaliacdo da inducdo da producdo de IgA em
animais monoassociados com L. farciminis B4F-06
e L. reuteri B3F-B
© *
E 120,0
1]
2
.£100,0
o
3
2 80,0
=
o
w2
o 600
o
S,
gn 40,0
<
w 20,0
=
0,0
Axénico
Avaliacdo da inducdo da produgao
de IgA em animais monoassociados
com L. fermentum VV3B-08
3,5 30,0
* —
m
3,0 £
° & 25,0
) =
E 25 o
S 2 200
2 ‘5
% 2,0 =
® g 150
‘En 1,5 Eil.
- < 10,0
g 1,0 )
2 E
0,5 ko 5,0
=
0,0 0,0
Axénico L. fermentum

Axénico

W. hellenica

Figura 8:Perfis de inducéo de IgA pelos isolados selecionados em seus sitios de indculo. (*)

Estatisticamente significativo (p<0,05).
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A obtencédo de novas linhagens probidticas devem seguir critérios funcionais, tecnolégicos e
de seguranca. Nesse sentido, foram isoladas setenta linhagens de diferentes mucosas dos bovinos
pertencentes ao género Lactobacillus/Weissella que foram  submetidos a testes
fenotipicos/fisiologicos a fim de se selecionar pelo menos um isolado proveniente de cada um dos
sitios de isolamento para a realizacéo de testes in vivo. De um modo geral, a grande maioria da
amostra foi capaz de resistir aos desafios impostos pelo suco gastrico artificial o que ndo ocorreu com
0s sais biliares, onde somente os isolados fecais apresentaram melhores resultados. O teste de
hidrofobicidade da superficie celular também foi utilizado e foi mais um critério de sele¢do. A atividade
antagonista demonstrou que a maioria dos isolados foi capaz de antagonizar um grande espectro de
bactérias patogénicas, além de produzirem peroxido de hidrogénio. Além disso, o antibiograma
revelou gque a resisténcia aos antibidticos testados estava mantida de forma intrinseca, ndo associada

a elementos moveis.

A partir da caracterizacao in vitro foi possivel selecionar quatro linhagens: L. fermentum V3B-
08 (G1), W. hellenica V1V-30 (G2), L. farciminis B4F-06 (G3) e L. reuteri B3F-B (G4). Todas foram
capazes de induzir de forma estatisticamente significativa a producdo de IgA em camundongos
axénicos, apresentado, portanto, um grande potencial para utilizacdo na producdo animal, protegendo

as mucosas de infec¢do ou como veiculo vacinal.
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Anexo |: Perfis de digestdo esperado para a determinagéo das espécies de Lactobacillus.
As “+” representam digestdes positivas do espagador entre as regides 16-23S para os espacadores
maiores, intermediarios e menores encontrados em Lactobacillus.
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7. APENDICES

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

rDNA com as sequencias depositadas GenBank, utilizando o algoritimo BLAST. Estéo representados

um isolado de cada amostra nao identificada.

Weissella cibaria gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain: 12B520
Sequence ID: dbj|AB699728.1|

Length: 916
Score Expect Identities Gaps Strand
1339 bits(725) 0.0 770/789(98%) 15/789(1%) Plus/Plus

GCTGGCGGCGTGCTAATACCTGCAGTNGAACGCTTTGTGGTTCAACTGATTTGAAGAGCTTGCTCAGATATGACGATGGACAT
TGCAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTACCTCTTAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATAC
CGTATAACAATAGCAACCGCATGGTTGCTACTTAAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGTCCCGCGGTGCATTAGTTA
GTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGACGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACALCGGC
CCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAG
GGTTTCGGCTCGTAAAACACTGTTGTAAGAGAAGAATGACATTGAGAGTAACTGTTCAATGTGTGACGGTATCTTACCAGAAA
GGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATTCGGGCGTAAAGCGAGCG
CAGACGGTTATTTAAGTCTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGAATTGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTGCAGTAG
AGGAACAGTGGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAAATGCGTAGATATATGGAAGAACCACCAAGTGGCGAAGGCGGGCTTTTCT
GGGACTTGGTACTGACGTTTGAAGGCTCGGAAAAGTGTGGGGTTAGCCAAAACCGGACTTTC

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

Sbijct

35

60

95

120

155

180

215

240

275

300

335

360

395

420

455

480

515

540

575

GCTGGCGGCGTGCTAATACCTGC-AGTNGAACGCTTTGTGGTTCAACTGATTTGAAGAGC

Frrrrrrrrrreerrrrrr rer rer rrrrr e e e e e e e e e
GCTGGCGGCGTGCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTTGTGGTTCAACTGATTTGAAGAGC

TTGCTCAGATATGACGATGGACATTGCAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGA

FEErrrrrrrrrrrrerrr et et et et e et e et e e e e e
TTGCTCAGATATGACGATGGACATTGCAAAGAGT GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGA

AACCTACCTCTTAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAATAG

FEErrrrrrrrrrrrerrr et et et et e et e et e e e e e
AACCTACCTCTTAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAATAG

CAACCGCATGGTTGCTACTTAAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGTCCCGCGGT

FErrrrrrrrrrrrrerrr et e et et e e e e e e e e e e
CAACCGCATGGTTGCTACTTAARAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGAT GGTCCCGCGGT

GCATTAGTTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGACGATGATGCATAGCCGAGTTGAGA

PErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e e e e e e e e
GCATTAGTTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGACGATGATGCATAGCCGAGT TGAGA

GACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG

FPEEEErrrrrrr e e e et e e e e e e e e e e e e e e e
GACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG

GGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGGTT

FPEEEErrrrrrr e e et e e e e e e e e e e e e e e e
GGAATCTTCCACAATGGGCGARAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGGTT

TCGGCTCGTAAAACACTGTTGTAAGAGAAGAATGACATTGAGAGTAACTGTTCAATGTGT

FPEEEErrrrrrr e e e et e et e et e e e e e e e e
TCGGCTCGTAAAACACTGITGTAAGAGAAGAATGACATTGAGAGTAACTGTTCAATGTGT

GACGGTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAT

PEETEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e
GACGGTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAT

GTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATTCGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGTC

PEErrrrrrrrrrrrrrrrr e et et et e e e e e e e
GTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATT-GGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGTC

59

94

119

154

179

214

239

274

299

334

359

394

419

454

479

514

539

574

599

633

67


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378786262?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HDVHSSMJ01R

Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query

Sbijct

600

634

660

694

720

751

780

802

TGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGAATTGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTGC

FErrrrrrrrrerrrerrrrrrrr e et et e e e e e e e e
TGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGAATTGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTGC

AGTAGAGGAACAGTGGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAAATGCGTAGATATATGGAAGAA

PErrrrrrrr verrr rrrrrrrrrrrrr e e et trrrr e e e
AGTAGAGGAA-AGTGG-AACTCCATGTGTAGCGGTGAAA-TGCGTAGATATATGGAAGAA

CCACCAAGTGGCGAAGGCGGGCTTTTCTGGGACTTGGTACTGACGTTTGAAGGCTCGGAA

R e e e R R R R R
C-ACCA-GTGGCGAAGGCGG-CTTT-CTGG-ACT-GTAACTGACGTT-GA-GGCTCG-AA

AAGTGTGGG 788

RN
A-GTGTGGG 809

Weissella hellenica gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain: 4-7
Sequence ID: dbj|AB621968.1|

Length:

Score

1451

Expect Identities Gaps Strand

1221 bits(661) 0.0 695/709(98%) 11/709(1%) Plus/Plus
GTAACGCTGGCGGCGTGCTAATACTGCAGGTTAACGCTTTGTGCTTAATTGAGATGATGAGCTTGCTCTGATTTGATTTTTTG
ATTTCAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTCTTAGCAGGGGGATAACATTTGGAAACAAGTGCTAA
TACCGTATAATATCAACAACCGCATGGTTGTTGATTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGACCCGCGGTGCATTAG
CTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACAC
GGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATG
AAGGGTTTCGGCTCGTAAAACACTGTTATAAGAGAAGAACGGCACTGAGAGTAACTGTTCAGTGTGTGACGGTATCTTACCAG
AAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGACCGCGGATAATACGTATGTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCG
AGCGCAGACGGTTATTTAAGTCTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAAACTGAGGGCAATTGCTCTTGGAAACTGGATGACTTGAG
TGCAGTAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTACGCGGTGACATGC

Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct

Query

3

11

60

71

120

131

180

240

250

300

310

360

370

420

430

480

AACGCTGGCGGCGTGC-TAATAC-TGCAGGT-TAACGCTTTGTGCTTAATTGAGATGATG

Prrrrrrrrrrrerrr rrerrr et e trrr e e e e e e
AACGCTGGCGGCGTGCATAATACATGCAAGTCGAACGCTTTGTGCTTAATTGAGATGATG

AGCTTGCTCTGATTTGATTTTTTGATTTCAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGG

FEErrrrrrrrrrrrerrr et et et et e et e et e e e e e
AGCTTGCTCTGATTTGATTTTTTGAT TTCAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGG

GTAACCTACCTCTTAGCAGGGGGATAACATTTGGAAACAAGTGCTAATACCGTATAATAT

FErrrrrrrrrrrrrerr rrrrrr et e e e e e e e e e e
GTAACCTACCTCTTAGCA-GGGGATAACATTTGGAAACAAGTGCTAATACCGTATAATAT

CAACAACCGCATGGTTGTTGATTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGACCCGC

Errrrrrrrrrrrrrer e et e et e et e et e r e e e e
CAACAACCGCATGGTTGTTGATTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGACCCGC

GGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTG

PEEEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTG

AGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAG

R R
AGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAG

TAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGG

PEEEEErrrrrr et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e
TAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGG

GTTTCGGCTCGTAAAACACTGTTATAAGAGAAGAACGGCACTGAGAGTAACTGTTCAGTG

FPEEEErrrrrrr e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
GTTTCGGCTCGTAAAACACTGTTATAAGAGAAGAACGGCACTGAGAGTAACTGTTCAGTG

TGTGACGGTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGACCGCGGATAATA
Ferrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrer et e e e et et

659

693

719

750

779

801

59

70

119

130

179

189

239

249

299

309

359

369

419

429

479

489

539

68


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/327187738?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FZNJZGAE01R

Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query

Sbijct

540

548

600

608

660

664

TGTGACGGTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAG-CCGCGG-TAATA

CGTATGTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTA

PErrrrrrrrrrrrrererrrrrr et e et e e e e e e e e
CGTATGTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTA

AGTCTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAAACTGAGGGCAATTGCTCTTGGAAACTGGATGAC

Frrrrrrrrrreerrerrrerrrrerr rerrrr rrrrrr e trrrr e e
AGTCTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAA-CTGAGG--AATTGCT-TTGGAAACTGGATGAC

TTGAGTGCAGTAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTACGCGGTGACATGC 708

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e terrrrr rel
TTGAGTGCAGTAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTA-GCGGTGARATGC 711

547

599

607

659

663

Weissella paramesenteroides gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain: 606

Sequence ID:

dbj |[AB775181.1]|

Length: 1542
Score Expect Identities Gaps Strand
1411 bits(764) 0.0 788/798(99%) 7/798(0%) Plus/Plus

GCGGCGTGCTAATACCTGCAGTCTGAACGCTTTGTCTTTAACTTGATCTGACGAGCTTGCTCTGATGTGATTTTATCTGACAA
AGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTCTTAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAAGTGCTAATACCGTAT
AATACCAACAACCGCATGGTTGTTGGTTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGG
TAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGGTTT
CGGCTCGTAAAACACTGTTATAAGAGAAGAACGGCACTGAGAGTAACTGTTCAGTGTGTGACGGTATCTTACCAGAAAGGAAC
GGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACG
GTTATTTAAGTCTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGAATGGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTGCAGTAGAGGAAA
AGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATTATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGACTGTTACTGA
CGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGCATTAGATACCCTGGGTT

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

Query

35

59

93

119

153

179

213

239

273

299

333

359

393

419

453

479

GCGGCGTG-CTAATACCTGC-AGTCTGAACGCTTTGTCTTTAACTTGATCTGACGAGCTT

FEErrrrr rreerrr tre et rrrr et e e e et trrr e e
GCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTC-GAACGCTTTGTCTTTAA-TTGATCTGACGAGCTT

GCTCTGATGTGATTTTATCTGACAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACC

FEErrrrrrrrrrrrrrrr et e e et e e e et e e e e e e
GCTCTGATGTGATTTTATCTGACAAAGAGT GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACC

TACCTCTTAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAAGTGCTAATACCGTATAATACCAACAAC

FEEErrrrrrrrrr et et et e e e e e e e e e e e e
TACCTCTTAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAAGTGCTAATACCGTATAATACCAACAAC

CGCATGGTTGTTGGTTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGACCCGCGGTGCAT

FEEErrrrrrrrrrrr e et e et e e e e e e e e et e e
CGCATGGTTGTTGGTTGARAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGAT GGACCCGCGGTGCAT

TAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACT

R e R
TAGCTAGT TGGTAAGGTAATGGCT TACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGT TGAGAGACT

GATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA

R R R R R R
GATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA

TCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGGTTTCGG

PEETEEErEr et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
TCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGGTTTCGG

CTCGTAAAACACTGTTATAAGAGAAGAACGGCACTGAGAGTAACTGTTCAGTGTGTGACG

FPEETEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e
CTCGTAAAACACTGTTATAAGAGAAGAACGGCACTGAGAGTAACTGTTCAGTGTGTGACG

GTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTTC
Frrrrrrrrrrerrrerrrrrrrrrerrrr et e et e e e e e e

58

92

118

152

178

212

238

272

298

332

358

392

418

452

478

512

538

69


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/443089221?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HDTZDWGY01R

Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query

Sbijct

513

539

573

599

633

659

693

718

752

778

812

GTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTTC

CAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGTCTGAAG

FErrrrrrrrrrrrrrrrr et et ettt et r e e e e e e
CAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGTCTGAAG

TGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGAATGGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTGCAGTAG

Frrrrrrrrrrrreerrrrrrerrrr e ettt et e
TGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGAATGGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTGCAGTAG

AGGAAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT -TATGGAAGAACACCAGT

FErrrr rrerrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e et e e e
AGGAAA-GTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTTCTGGACTGTTACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAAC

Frrrrrrrrrrrreerrrrrreer trrrrrrrr e e e
GGCGAAGGCGGCTTTCTGGACTGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAAC

AGGCATTAGATACCCTGG 795

FEE et
AGG-ATTAGATACCCTGG 828

572

598

632

658

692

717

751

777

811

70



7.2- Apéndice B: Curvas de crescimento obtidas para os isolados de BAL’s apds a manuten¢dao em salina 0,9% ou em suco gastrico artificial por uma hora.
A linha preta e cinza equivale, respectivamente, ao crescimento bacteriano sem e com o desafio (suco gdstrico artificial). A porcentagem de inibi¢do é demonstrada nos

Quadros 3 e 4.
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Perfil de inibicdo em suco gastrico artificial de L. fermentum V1B-03
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Densidade 6pticaa 620nm

Perfil de inibicdo em suco gastrico artificial de W. cibaria V1L-15

—
e=mm Controle

Suco gastrico

Densidade 6pticaa 620nm

1,20

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00 -

Perfil de inibigdo em suco gastrico artificial de W.
paramesenteroides V1L-17

e Controle

Suco gastrico

Perfil de inibigdo em suco gastrico artificial de W.
paramesenteroides V1L-16

1,20
E 1,00
o
&
< 0,80
[}
2
2 0,60
)
3 e Controle
8 040 .
> Suco gastrico
c
& 0,20 -
0,00 -+ e Tempo (hs)
© O O O O O O O O o o o o
O O © O O © O O O 0o o 9o 9
O = &N NN < 1N O N 00 00 O «+H
— i i
Perfil de inibigdo em suco gastrico artificial de W.
paramesenteroides\V2L-18
1,20
E 1,00
o
&
< 0,80
]
2
.§' 0,60
3 @ Controle
8 0,40 L
g / Suco gastrico
& 0,20
0,00 - ;Whmpo(hs)

0:00 -
1:00
2:00
3:00
4:00
5:00
6:00
7:00
8:00
9:00
10:00
11:00
12:00

75



Perfil de inibicdo em suco gastrico artificial de W.
paramesenteroides\/2L-19

Perfil de inibigdo em suco gastrico artificial de L. fermentum V2L-20

1,20
€ 1,00
c
<]
)
o 0,80
©
=2
_‘g’. 0,60
% e Controle
£ 0,40 o
= Suco gastrico
[=
& 0,20
0,00 -HTT T Tempo (hs)
O O O O O O O O O O o o o
O O O O O O O O o o o o o
S A4 A m & In KN 0 & & « N
- - —
Perfil de inibigdo em suco gastrico artificial de W.
paramesenteroides V2L-21
1,20
€ 1,00
o
3
S 0,80 -
S
§.0,60
3 @ Controle
8 040 L
B> Suco gastrico
c
& 0,20
0,00+ HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH - Tempo (hs)

0:00
1:00
2:00
3:00
4:00
5:00
6:00
7:00
8:00
9:00
10:00
11:00
12:00

1,20
E 1,00 .
S
3
o 0,80
(0]
2
2 0,60
‘0 / @ Controle
5
§ 0,40 / Suco gastrico
w
=
& 0,20 /
0,00 { et Tempo (hs)
O O O O © O O O O O o o o
O 1 N M < I O N 00 OO0 O +H N
- - —
Perfil de inibicao em suco gastrico artificial de W.
paramesenteroides\/2L-22
1,20
E 1,00
<]
&
« 0,80 /
]
2
2 0,60
)
g / @ Controle
8 0,40 o
] / Suco gastrico
c
& 0,20 /
0,00 -+ T Tempo (hs)

0:00 1
1:00
2:00
3:00
4:00
5:00
6:00
7:00
8:00
9:00
10:00
11:00
12:00

76



Perfil de inibigdo em suco gastrico artificial de W.
paramesenteroides V3L-23

1,20
€ 1,00
S
)
< 0,80
©
2
2 0,60
0
) @ Controle
2 0,40 o
@ Suco gastrico
8 0,20
0,00 + Tempo (hs)
O O O O O © O O ©o o o o o
o O O O O O O O ©o o o o o
S A4 A m & In © K 0 & & «4
i i —
Perfil de inibicdo em suco gastrico artificial de L. fermentum V3L-25
1,20
E 1,00
<]
)
= 0,80
]
2
2 0,60 —
~8 esmmm Controle
©
§ 0,40 Suco gastrico
c
8 0,20 /_/
0,00 R HHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHHHHHHHHHHHHHH - Tempo (hs)

0:00
1:00
2:00
3:00
4:00
5:00
6:00
7:00
8:00
9:00
10:00
11:00
12:00

Perfil de inibicdo em suco gastrico artificial de L. fermentum V3L-24

1,20
E 1,00
o
&
© 0180 /
@
=)
2 0,60
0 / @ Controle
S
g 0,40 / Suco gastrico
(7]
3
o W
0,00 + Tempo (hs)
© O O O O O O O O o o o o
O =+ N N < 1N O N 00 OO0 O «+H
i i i
Perfil de inibicdo em suco gastrico artificial de L. fermentum V3L-26
1,20
E 1,00
o
&
< 0,80
]
2
2 0,60 —
‘8 @ Controle
T
g 0,40 Suco géstrico
(7]
c
& 0,20
0,00 -7 e Tempo (hs)

77



Perfil de inibicdo em suco gastrico artificial de L. fermentum V3L-27
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Perfil de inibigdo em suco gastrico artificial de L. reuteri B1F-31
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Perfil de inibicdo em suco gastrico artificial de L. acidophilus B1F-36
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Perfil de inibigdo em suco gastrico artificial de L. reuteri B5F-03
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Perfil de inibigdo em suco gastrico artificial de L. reuteri B5F-07
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Perfil de inibigdo em suco gastrico artificial de L. reuteri B6F-06

e=mm Controle

Suco gastrico

\\

Tempo (hs)

0:00
1:00
2:00
3:00
4:00
5:00
6:00
7:00
8:00
9:00
10:00
11:00
12:00

Densidade 6pticaa 620nm

1,20

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00

Perfil de inibicdo em suco gastrico artificial de L. reuteri B6F-08

e Controle

Suco gastrico

F\

Tempo (hs)

0:00 -
1:00
2:00
3:00
4:00
5:00
6:00
7:00
8:00
9:00
10:00
11:00
12:00

Perfil de inibicdo em suco gastrico artificial de L. reuteri B6F-07

1,20
€ 1,00 S
o
)
= 0,80
0]
=
2 0,60
‘3 / @ Controle
T
;S 0,40 / Suco gastrico
e
& 0,20 _J
0,00 +7 Tempo (hs)
O O O O © O ©O O O O o o o
o O O O O O O O O O o o o
S 4 A M & Ih 68 K © & 8 «4 N
— —l —
Perfil de inibigdo em suco gastrico artificial de L. reuteri B6F-10
1,20
,,/—’-\
€ 1,00
=
o
S /
< 0,80 /
(0]
2
2 0,60
S / @ Controle
©
5 0,40 / Suco gastrico
e
& 0,20 J
0,00 7 Tempo (hs)
O O O ©O O O O O © O o o o
O O O O O O O O 0O O o o o
oammvmm#wma:g

87



Perfil de inibigdo em suco gastrico artificial de L. reuteri B6F-11
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7.3- Apéndice C: Curvas de crescimento obtidas para os isolados de BAL’s expostas aos sais biliares artificiais.
A linha preta e cinza equivale, respectivamente, ao crescimento bacteriano sem e com o desafio (sais biliares artificiais). A porcentagem de inibicdo é demonstrada nos

Quadros 3 e 4.
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Perfil de inibicdo em sais biliares artificiais de L. fermentum V1B-03
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Perfil de inibicdo em sais biliares artificiais de W.
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Perfil de inibicdo em sais biliares artificiais de L. reuteri B1F-31
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Perfil de inibicdo em sais biliares artificiais de L. johnsonii B3F-44
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Perfil de inibigdo em sais biliares artificiais de L. reuteri B4F-08
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Perfil de inibicdo em sais biliares artificiais de L. reuteri B5F-03
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Perfil de inibicdo em sais biliares artificiais de L. reuteri B5F-07
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7:00
8:00
9:00
10:00
11:00
12:00
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Densidade dptica a 620nm

-
o
o

0,80

0,60

0,40

0,20 ~

0,00 +

Perfil de inibicdo em sais biliares artificiais de L. reuteri B6F-02

e=mmControle

Oxgall 0,3%

Tempo (hs)

0:00
1:00
2:00
3:00
4:00
5:00
6:00
7:00
8:00
9:00
10:00
11:00
12:00

Densidade 6pticaa 620nm

1,20

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00 -

Perfil de inibigdo em sais biliares artificiais de L. reuteri B6F-04

e=mm Controle

Oxgall 0,3%

Tempo (hs)

0:00 -
1:00
2:00
3:00
4:00
5:00
6:00
7:00
8:00
9:00
10:00
11:00
12:00

Densidade 6pticaa 620nm

14
o
o

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00

Perfil de inibi¢do em sais biliares artificiais de L. reuteri B6F-03

/ e Controle
Oxgall 0,3%
H Tempo (hs)
O O O O O O O O o o o o o
O =« N N < 1N O N 0 OO0 O «+H
- - i

Densidade épticaa 620nm

1,20

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00

Perfil de inibicdo em sais biliares artificiais de L. reuteri B6F-05

/ e Controle
Oxgall 0,3%
-+ Tempo (hs)
O O O O O ©O O o o o o o o
o - o oM < n O N~ [e0] [e)} o —
i i i
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Densidade 6pticaa 620nm

o
o]
o

0,60
0,40
0,20

0,00

Perfil de inibicdo em sais biliares artificiais de L. reuteri B6F-06

S

/

e=mmControle

/.

!
T

Oxgall 0,3%

Tempo (hs)

0:00
1:00
2:00
3:00
4:00
5:00
6:00
7:00
8:00
9:00
10:00
11:00
12:00

Densidade 6pticaa 620nm

1,20

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00

Perfil de inibicdo em sais biliares artificiais de L. reuteri B6F-08

e=mm Controle

Oxgall 0,3%

N

Tempo (hs)

0:00 -
1:00
2:00
3:00
4:00
5:00
6:00
7:00
8:00
9:00
10:00
11:00
12:00

Perfil de inibicdo em sais biliares artificiais de L. reuteri B6F-07

1,20
g 1,00
S
e
o 0,80 -
S
2 0,60
° / e Controle
T
g 040 Oxgall 0,3%
(7]
c
80,20 -
0,00 Tempo (hs)
O O O O ©O O O © O ©o o o o
O =« N NN < 1N O N 0 OO0 O «+
i i —
Perfil de inibi¢do em sais biliares artificiais de L. reuteri B6F-10
1,20
E 1,00
S
)
° 0,80
S
2 0,60
' / @ Controle
©
g 040 Oxgall 0,3%
e
& 0,20
0,00 ++ Tempo (hs)

0:00 -
1:00
2:00
3:00
4:00
5:00
6:00
7:00
8:00
9:00
10:00
11:00
12:00
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Perfil de inibicdo em sais biliares artificiais de L. reuteri B6F-11

Perfil de inibicdo em sais biliares artificiais de L. reuteri B3F-A

1,20
g 1,00 ﬁ‘
<]
&
o 0,80
2 0,60
‘8 / == Controle
T
§ 0,40 Oxgall 0,3%
"
c
& 0,20
0,00 Tempo (hs)
o O O ©O O O O O O o o o
o — (@] m < N Vo] M~ [ee] (o)} o —
i —
Perfil de inibicdo em sais biliares artificiais de L. reuteri B3F-B
1,20
€ 1,00
c
o
)
< 0,80
©
2
2 0,60 _—
‘g == Controle
T
5 040 Oxgall 0,3%
w
c
8 0,20 /
0,00 W Tempo (hs)

0:00
1:00
2:00
3:00
4:00
5:00
6:00
7:00
8:00
9:00
10:00
11:00
12:00

1,20
g 1,00
=]
3
o 0,80 -
S
2 0,60
° / @ Controle
©
g 040 / Oxgall 0,3%
w
=
50 /
0,00 -+ Tempo (hs)
© O O O O O O © O O o o o
O 1 &N M < 1N O N 00 OO0 O —+H
i i i
Perfil de inibicao em sais biliares artificiais de L. reuteri B3F-C
1,20
€ 1,00
=
o
%
< 0,80
S
2 0,60
\8 == Controle
T
5 040 / Oxgall 0,3%
(7]
c
& 0,20 y
0,00 W Tempo (hs)

0:00 3
1:00
2:00
3:00
4:00
5:00
6:00
7:00
8:00
9:00
10:00
11:00
12:00
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7.4- Apéndice D: Antagonismo: Diametros dos halos de inibi¢cao observados.

Atividade antagonista dos isolados de boca (L. fermentum)

50

£ 45

g 40

o 35

< 30

<

o 25

©

o 20

T 15

% 10

a 5

0 V1B - 01|V1B - 02|V1B - 03|V1B — 04|V3B — 08(V3B — 09|V3B — 10| V1L — 13|V2L — 18| V2L — 20| V3L — 24| V3L — 25|V3L — 26| V3L — 27|V3L — 28

H Bacillus cereus 14,9 12,7 24,8 16,5 23 22,6 20,8 24,1 25,4 26,6 24 0 28,3 17,7 16,7
H Listeria monocytogenes 28 32,8 26,1 26,1 22,3 24,4 334 28,1 21,3 29,8 33,8 20,7 13,7 22,1 30,7
m Staphylococcus aureus 26,1 30,1 24,5 21,2 12,4 20 18,6 215 27,5 16,4 11,3 23,3 23 22,4 21,1
H Enterococcus faecalis 17,9 24 17,6 21,4 20,2 0 20,3 20,5 22,2 19 23,7 21,1 19,7 17,4 18
m Escherichia coli 19,1 28 20,5 23,2 24,6 19,5 24,7 25,7 29,8 25,3 19,8 26,2 26,6 21,1 22,4
® Salmonella enterica 23,6 19,1 28,9 24 26,4 24,3 25,3 29,7 32,1 26,9 21,1 33,2 28,4 33,9 29,4
= Pseudomonas aeruginosa | 19,9 16,4 17,8 18,9 21 12,7 12,9 13,1 19,7 12,1 18,7 18,7 21,2 19,4 20,8

Atividade antagonista dos isolados de boca (L perolens, W. cibaria e W. paramesenteroides)

3

£

o

©

ey

o

o

e

@

IS

«

a

V2B - 05 V3B -12|VL1-15 V2B -06|V3B - 07|v3B — 11|V1L - 14|V1L-16|V1L—-17|V2L —19|V2L - 21|V2L - 22|V3L — 23

B Bacillus cereus 22,8 25,4 29,4 12 29,1 23,4 21,1 25 27,5 21,7 25 25,7 25,6
M Listeria monocytogenes 24,2 35,4 34,4 20,4 23,6 21,7 29,9 28,2 18,3 24 34,4 33,2 30,6
m Staphylococcus aureus 18 24,6 28,8 9,6 17,9 17,1 19,3 23,3 21,8 22,5 18,3 20,1 20,1
® Enterococcus faecalis 15,3 21,6 20,6 17 19,6 14 20,6 19,6 21,6 18,4 21,4 19,3 19,9
m Escherichia coli 24 27,6 32 20,7 29,2 19,9 24,8 26,6 28,6 23,5 253 20,9 16,3
m Salmonella enterica 25,2 30,1 32,6 20,7 31,1 29 28,7 33,6 34,9 30,3 27,1 25 21,1
= Pseudomonas aeruginosa | 21,1 14,3 12,9 14,9 23,3 11,9 14,6 14,9 21,9 16,3 17,1 16,9 13,1
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Atividade antagonista dos isolados intestinais (L. johnsonii e L. reuteri)

3

E

(=)

©

<

(=)

©

o

@

£

«©

a

B1F - 34| B2F - 40 | B3F - 44 | B3F - 46 B1F - 31| B1F - 32| B1F - 35| B2F - 41 | B4F - 01| B4F - 03 | B4F - 07 | B4F - 08 | B4F - 09 | B5F - 01

m Bacillus cereus 0 32 0 26 24 29,7 42 34 38 50 32 34 38 34
H Listeria monocytogenes 20 36 18 20 28 37,7 24 34 32 36 28 26 26 36
m Staphylococcus aureus 0 28 22 24 15 25,4 24 32 14 16 14 0 24 14
® Enterococcus faecalis 0 16 0 0 20 26 18 18 18 16 18 18 14 16
u Escherichia coli 0 18 0 0 14 21,3 14 20 22 34 16 14 16 20
® Salmonella enterica 0 32 26 0 50 19,3 0 32 26 28 24 26 24 28
= Pseudomonas aeruginosa 0 16 14 12 22 27 0 16 14 18 18 14 16 16

Atividade antagosnista dos isolados intestinais (L. reuteri)

50
45
E 40
E 35
o
< 30
< 25
3 20
© 15
@ 10
& s
8 o
B5F - 02 | B5F - 03 | B5F - 04 | B5F - 05 | B5F - 06 | B5F - 07 | B5F - 08 | B5F - 09 | B6F - 01 | B6F - 02 | B6F - 03 | B6F - 04 | B6F - 05 | B6F - 06 | B6F - 07
m Bacillus cereus 36 36 30 44 28 30 22 24 38 30 36 30 30 34 28
H Listeria monocytogenes 24 26 26 30 30 28 24 24 38 32 42 34 40 38 32
m Staphylococcus aureus 16 24 22 24 24 22 20 20 24 20 20 26 24 30 20
B Enterococcus faecalis 16 0 18 18 18 18 18 20 18 20 22 26 20 24 18
m Escherichia coli 24 20 20 20 14 22 18 18 24 14 22 16 18 20 20
B Salmonella enterica 26 24 22 24 26 30 28 28 28 30 24 28 24 30 30
= Pseudomonas aeruginosa 18 0 0 20 16 20 28 16 24 22 26 24 14 22 20
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Atividade antagonista dos isolados intestinais (L. reuteri, L. acidophilus, L. animalis, L. casei, L. farciminis e L.
salivarius)

Diametro do hal o (mm)
N
o

B6F - 08| B6F - 10|B6F - 11| B3F- A[B3F-B | B3F-C B1F - 36 B4F - 04 B4F - 02 B4F - 06 B2F - 38
m Bacillus cereus 22 32 30 44 30 38 30 46 44 40 21,1
H Listeria monocytogenes 32 36 40 44 40 48 44 34 34 40 21,7
m Staphylococcus aureus 26 28 24 28 26 22 16 26 24 24 22,7
H Enterococcus faecalis 24 30 30 26 22 26 18 24 20 30 17,8
u Escherichia coli 24 20 18 30 30 22 0 28 32 36 22,3
= Salmonella enterica 40 36 28 36 42 38 20 32 30 38 235
= Pseudomonas aeruginosa 26 22 22 24 30 30 20 22 22 24 24,5

Atividade antagonista dos isolados vaginais (W.

50 hellenica)

€ 45

£ 40

o 35

230

925

° 20

5 15

5 10

A 5

0

V1V - 29 V1V - 30

m Bacillus cereus 22,8 245
M Listeria monocytogenes 27,8 29,8
B Staphylococcus aureus 17,9 20,2
B Enterococcus faecalis 15,6 12,1
B Escherichia coli 20 14,9
® Salmonella enterica 32,2 23,7
= Pseudomonas aeruginosa 19,3 20,4
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Apéndice E: Sintese dos resultados quanto as caracteristicas funcionas e probiética dos
isolados bovinos. Quadros em verde equivalem a caracteristica desejada a uma determinada
linhagem. Quadros em vermelho caracteristica indesejada.

Antagonismo

Isolado SG(%) SB(%) MATS(%) Bc Lm Sa Ef Ec Se Pa H.0,

L. fermentum V1B-01 0 76,65 63,7 + + + o+ S
L. fermentum V1B-02 6,59 | 45,97 56,47
L. fermentum V1B-03 0 80,31 56,31
8,72 | 44,79 53,61
. fermentum V3B-08 17,23 | 14,75 60,57
. fermentum V3B-09 0,29 | 38,76 44,44
. fermentum V3B-10 30,77 | 62,42 48,59
. fermentum V1L-13 4,03 | 48,09 47,89
. fermentum V2L-18 7,42 | 43,76 52,41
. fermentum V2L-20 524 | 72,51 47,12
. fermentum V3L-24 0 41,01 52,45
. fermentum V3L-25 12,12 | 67,99 59,7
L. fermentum V3L-26 15,97 | 63,89 54,66
| L. fermentum V3L-27 3,27 | 81,39 [ 46,33
L. fermentum V3L-28 16,79 | 54,92 47,47
L. perolens V2B-05 0 68,29 54,92
W. cibaria V3B-12 2,72 | 79,62 61,85
W. cibaria VL1-15 2,71 | 71,97 47,58

W. paramesenteroides V2B - 06 0 71,65 51,37

W. paramesenteroides V3B — 07 NN aa(] 58,55

W. paramesenteroides V3B — 11 0 72,2 80,64

W. paramesenteroides V1L — 14 RrAR R 47,6

VAN ETET I (o VARl 17,07 | 75,35 48,05

W. paramesenteroides V1L — 17 KN ERY! 48,55

W. paramesenteroides V2L — 19 KR M NK] 46,61

W. paramesenteroides V2L — 21 AN MWL 49,38

\WAETE IS Gl ARyl 11,37 | 52,68 45,97

W. paramesenteroides V3L — 23 0 55,89 50,65

W. hellenica V1V-29 0,57 | 83,80 65,48

+ |+ +[+ |+ ]+ ]| +]|+|+|+]|+|+]|+]|+|[+][+]|+]|+]|+|+|[+[+]+]+]+|+|+|+]+]+
+ |+ |+ [+ + ]+ ]| +|+|+]|+|+|+]|+]|+|[+]|+]|+|+]|+|+|[+]+]+]+|+|+|[+]+]+
+ |+ +[+ |+ ]+ | +]|+|+|+|+|+]|+]|+|[+|+]|+]|+]|+|+|[+[+]+]+]|+|+]|+][+]+]+
+ |+ |+ + |+ ]+ +|+|+]|+|+|+]|+]|+|[+]|+]|+|+]|+|+|[+]+]+]+|+|+|[+]+]+
+ |+ +[+ |+ ]+ | +]|+|+|+|+|+]|+]|+|[+|+]|+]|+]|+|+|[+[+]+]+]|+|+]|+][+]+]+
+ |+ |+ [+ +]+]|+|+|+]|+|+|+]|+]|+|[+]+]|+]|+]|+|+|[+]+]+]+|+|+][+]+]+
+ |+ |+ [+ +]+]|+|+|+]|+|+|+]|+]|+|[+]+]|+]|+]|+|+|[+]+]+]+|+|+][+]+]+
ninunun|lZ1unlunnlulnulnululululvululvulnlnolvilvlo]lZI0llnlnlnlun]ln

W. hellenica V1V-30 45,86 | 72,27 98,94
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Antagonismo

|
| Isolado SG(%) SB(%) MATS(%) Bc Lm Sa Ef Ec Se Pa H,0,
| L. acidophilus B1F-36 3.64 6812 | 7028 |+ + + + - + +| N
‘ L. animalis B4F-04 1,50 65,43 67,87 + + 4+ + o+ o+ o+ S
L. casei B4F-02 0,00 76,73 64,12 + + 4+ 4+ o+ o+ o+ S
‘ L. farciminis B4F-06 6,10 5220 56,07 + O+ 4+ o+ o+ o+ o+ N
‘ L. johnsonii B1F-34 39,98 98,85 71,45 - B - - o = o N
‘ L. johnsonii B2F-40 34,42 100,00 60,30 + + 4+ 4+ + o+ 4+ S
‘ L. johnsonii B3F-44 19,49 54,44 66,94 - + + - - + +| N
- L.johnsonii B3F-46  [ERS 6161 | 5107 |+ + + - - - +]| N
| L.reuteri BIF-31 0,00 54.45 9043 |+ + + + + + +| N
‘ L. reuteri B1F-32 3,64 28,09 27,93 + + 4+ + + + o+ S
‘ L. reuteri B1F-35 1,68 60,13 78,00 + 0+ o+ o+ o+ - - N
‘ L. reuteri B2F-41 7,06 68,25 74,89 + + 4+ + + + o+ S
| L. reuteri B4F-01 16,51 26,11 8340 |+ + + + + + +]| s
‘ L. reuteri B4F-03 6,41 37,51 67,05 + O+ 4+ o+ o+ o+ o+ IS
| L. reuteri B4F-07 5.33 4736 | 5408 |+ + + + + + +| s
‘ L. reuteri B4F-08 6,68 45,04 63,04 + + - o+ o+ o+ o+ S
L. reuteri B4F-09 14,24 36,24 59,68 + + 4+ + + + o+ S
L. reuteri B5F-01 10,89 42,85 47,95 + + 4+ + + + o+ S
L. reuteri B5F-02 14,24 14,35 52,46 + + + + + + +| S
L. reuteri B5F-03 4,44 27,01 72,68 + O+ 4+ o+ o+ o+ - S
L. reuteri B5F-04 0,03 29,95 61,24 + + 4+ o+ + o+ - S
L. reuteri B5F-05 14,07 35,50 49,61 + + + + + + +| S
L. reuteri B5F-06 11,44 17,27 60,99 + + + + + + +| S
L. reuteri B5F-07 1,51 24 54 66,61 + + 4+ + + o+ o+ S
\w 13,00 23,81 6032 [+ + + + + + +| s
L. reuteri B5F-09 16,22 26,91 48,54 + + 4+ + + o+ o+ S
L. reuteri B6F-01 6,10 27.15 55,47 + + 4+ + + o+ o+ S
L. reuteri B6F-02 10,08 24,79 56,40 + + 4+ + + o+ o+ S
\M 15,89 29,71 4858 |+ + + + + + +/| s
L. reuteri B6F-04 11,45 22 65 46,54 + + 4+ + + o+ o+ S
L. reuteri B6F-05 12,21 25,46 50,59 + + 4+ + + o+ o+ S
L. reuteri B6F-06 19,53 18,23 4214 + + 4+ + + o+ o+ S
\w 6,87 36,62 4854 |+ + + + + + +/| s
‘ L. reuteri B6F-08 9,74 43,28 46,22 + + 4+ 4+ o+ o+ 4+ S
‘ L. reuteri B6F-10 1,74 23,18 61,02 + + 4+ + + o+ o+ S
‘ L. reuteri B6F-11 19,08 20,34 55,75 + + 4+ + + o+ o+ S
‘ L. reuteri B3F-A 0,03 33,86 67,92 + + 4+ + + o+ o+ S
‘ L. reuteri B3F-B 15,23 4,72 56,22 + + 4+ + + o+ o+ S
‘ L. reuteri B3F-C 5,33 32,62 61,32 + + 4+ + + o+ o+ S
\M 15,91 100,00 998 |+ + + + + + +| s
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