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RESUMO

A carne de frango € uma das principais fonte de proteinas na alimentacao
humana, principalmente por ser um alimento de 6tima qualidade. No Brasil
predomina o sistema intensivo de producéo, o que aumenta o risco de ocorréncia
de doencas pela densidade alta de animais dentro dos galpbes. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade das bactérias acido laticas
inibirem o crescimento da Salmonella Heidelberg (SH) pelo mecanismo de
guorum sensing in vitro e analise da proteomica do posbidtico. Para os testes in
vitro bactérias acido laticas foram submetidas ao teste Spot on the Lawn para
avaliacdo da capacidade de inibicdo da SH. Em seguida, um posbiético foi
produzido pela homogeneizagdo de SH com uma cepa de Enterococcus spp. O
probidtico foi cultivado com o posbidtico e novamente ao teste Spot on the Lawn.
As medidas dos halos de inibicdo da SH foram comparadas com aquela ja obtida
pelo mesmo teste, inicialmente para cada probibtico e posbhibtico. Dessa
maneira, foi possivel verificar a ocorréncia da comunicagdo bacteriana entre o
probidtico e o posbidtico, apds, foi verificado em analise protebmica que 0s
posbidticos aumentaram a quantidade de proteinas e isso pode estar

relacionado ao aumento da inibicdo contra a SH.

Palavras-chave: probidtico, posbiético, proteomica, microbiologia, quorum

sensing.
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ABSTRACT

Chicken meat is one of the main sources of protein in human food, mainly
because it is a high quality food. In Brazil, the intensive production system
predominates, which increases the risk of diseases due to the high density of
animals inside the sheds. The present work aimed to evaluate the ability of lactic
acid bacteria to inhibit the growth of Salmonella Heidelberg (SH) by the in vitro
guorum sensing mechanism and analysis of the proteomics of the postbiotic. For
the in vitro tests, lactic acid bacteria were submitted to the Spot on the Lawn test
to evaluate the SH inhibition capacity. Then, a postbiotic was produced by
homogenizing SH with a strain of Enterococcus spp. The probiotic was cultured
with the postbiotic and again to the Spot on the Lawn test. Measures of SH
inhibition halos were compared with those already obtained by the same test,
initially for each probiotic and postbiotic. In this way, it was possible to verify the
occurrence of bacterial communication between the probiotic and the postbiotic,
afterwards, it was verified in proteomic analysis that the postbiotics increased the
amount of proteins and this may be related to the increase of inhibition against
SH.

Keywords: probiotic, posbiotic, proteomics, microbiology, quorum sensing.



1 INTRODUCAO

A industria avicola fornece uma fracéo significativa de componentes para
a dieta humana, principalmente carnes de boa qualidade nutricional. A producéo
mundial de carne de aves aumentou constantemente nos ultimos anos, espera-
se que essa tendéncia continue, principalmente devido ao aumento da
populacdo humana e sua preferéncia por comer carnes magras (USDA, 2022).

A exploracédo intensiva de aves, em ambientes fechados, aumenta,
consideravelmente, o risco de doengas devido a alta densidade de animais e
agentes infecciosos, que podem atingir essas areas (ESTEVEZ, 2007). Os
patdgenos, em determinadas ocasides, ndo produzem doenca no animal, que
atuam como reservatorios, transmitindo ao homem por contato ou ingestédo de
aves e seus subprodutos. A salmonelose destaca-se entre as doencas
microbianas intestinais mais frequentes que afetam as aves (OIE, 2021).

Alguns sorovares de Salmonella entérica estao especificamente ligados a
determinados hospedeiros (JAJERE, 2019) aos quais estdo totalmente
adaptados e, em geral, ndo causam doencas em outras espécies animais. No
entanto, alguns sorovares sao frequentemente associados a doengas em uma
ampla variedade de hospedeiros, como bovinos, suinos, ovinos, aves, equinos,
roedores e até humanos (SOUZA et al., 2019).

Tradicionalmente, o controle de muitas doencas bacterianas e parasitarias
na criagdo de animais, tem sido feito pela suplementacdo das racbes com
antibioticos promotores de crescimento. A crescente preocupacao publica com
0S riscos associados a esta pratica, conduziu as restricdes na sua utilizacdo sem
fins terapéuticos. Isso tem impactado muito os setores da pecuéaria,
principalmente o setor avicola (FANCHER et al., 2020). E com isso o aumento
de estudos de produtos alternativos ao uso de promotores de crescimento tem

aumentado, entre eles 0 uso de probidticos e posbibticos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Salmonela

A Salmonella spp. € um dos patdgenos de origem alimentar mais
importantes em todo o mundo, e 0s surtos de salmonelose ocorrem
principalmente apds o consumo de alimentos de origem animal contaminados,
principalmente produtos avicolas (WHO, 2015). No Brasil, esse patdégeno foi
identificado como o principal agente etiolégico das doencas transmitidas por
alimentos registradas, sendo responsavel por 32% dos surtos (BRASIL, 2018).

E um pat6geno intracelular facultativo causador de infecgdes localizadas
ou sistémicas, envolvendo importancia econdémica e de saude publica. E
continua sendo o principal patégeno de preocupacédo com a seguranca alimentar
em todo o mundo (PANDE et al., 2016).

Pertencente a familia Enterobacteriaceae a Salmonella spp. é um bacilo
gram negativo, anaerobico facultativo e ndo formador de esporos (OIE, 2012).
Séo identificadas em trés espécies por diferenciacdo bioquimica (BACK, 2010).
A Salmonella enterica € subdividida em seis subespécies sendo enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e csw indica. As Salmonellas
spp. causam a doenca denominada Salmonelose, estando associada a grandes
prejuizos na producéo animal (BACK,2010).

A Salmonella spp. é frequentemente isolada de produtos oriundos da
producéo avicola, indicando falhas na producéo. Essas falhas podem ocorrer em
diferentes etapas de producao, além disso ela pode ter carater assintomatico nas
aves predispondo a manutencdo dela no aviario. Aves positivas que serao
destinadas ao abate poderdo contaminar o abatedouro pois, a Salmonella spp.
esta presente no seu trato gastrointestinal, mesmo que o abatedouro siga
rigorosamente as boas praticas de fabricagdo (COLLA et al., 2012).

Os sorovares que se destacam sao os paratificas pois ndo sao espécies
especificas de aves (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014), e seu isolamento em
aves e seus subprodutos tém maior ocorréncia quando comparado a produtos
provenientes de outros animais (ANDREATTI FILHO, 2007). Além disso, a
presenca de animais portadores assintomaticos facilita a disseminacdo da

bactéria aumentando a ocorréncia da contaminacao alimentar, tem mostrado a
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importancia deste agente na saude publica mundial e por isso medidas de
controle devem ser adotadas (SHINOHARA et al, 2008).

A Salmonella entérica subespécie entérica sorotipo Heidelberg pertence
ao grupo de Salmonelas paratificas e causa doengca em humanos e em animais.
Por elas terem alto grau de adaptabilidade acabam se disseminando e se
mantendo nos ambientes (BERNDT et al., 2007). Vale a pena salientar que
dentre as salmonelas que causam infeccdo em humanos, a Salmonella
Heidelberg parece ser a mais invasiva e causa doengas com maior gravidade
gue outros sorovares paratificos (PUBLIC et al., 2007).

Portanto, em frangos de corte, a reducdo de Salmonella spp. em granja é
essencial para contribuir com a seguranca alimentar. A indUstria avicola tem
buscado novas estratégias para controlar a presenca de Salmonella spp. na
cadeia produtiva avicola. Entre elas estdo a adicao de probidticos, prebidticos e
pos-bidticos, que promovem a eficiéncia alimentar, e com esse objetivo atuando
como promotores de crescimento (KHAN; CHOUSALKAR, 2020).

Atualmente, as podem ser utilizadas como ferramentas complementares
na avicultura para obtencéo de informagdes que possam resultar na formulacao
de estratégias terapéuticas e na deteccdo de padrbes de resisténcia a
antibioticos, reduzindo a presenca de Salmonella spp. e os custos de producéo
(VAID et al., 2021).

2.2 Salmonelose em aves

7

A Salmonella enterica € um dos agentes mais comuns de doencas
bacterianas transmitidas por alimentos (MALOWICZ et al., 2014), sendo as aves
um importante reservatério (SILVEIRA et al., 2021).

Além disso, resisténcia a antibioticos tem sido encontrada em Salmonella
spp. e a resisténcia parece ser maior entre cepas isoladas de amostras
relacionadas a aves quando comparadas a Salmonella spp. isoladas de outros
alimentos (MAYRHOFER, 2004). Apesar de varias medidas de controle e
grandes investimentos terem sido feitos nos abatedouros brasileiros, a
Salmonella spp. ainda causa transtornos na industria (PANZENHAGEN et al.,
2016).
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Desde 2003, a Instrucdo Normativa 70/2003/MAPA.. Instituiu o Programa
de Reducdo de Patégenos (PRP), que implementou analises laboratoriais
continuas e sistematicas de carcacas frescas de frango e peru, testando-as para
Salmonella spp. e envolve todos os frigorificos cadastrados no Servigco de
Inspecdo Federal, para realizacdo de amostragem microbioldgica e
monitoramento de bactéria em carcacas de frango e peru (BRASIL, 2003).

Estudos europeus avaliaram a ocorréncia de Salmonella em carne de
frango importada e descreveram a presenga de Salmonella Heidelbergem carne
de frango importada do Brasil (VAN BOECKEL et al., 2019).

Segundo Kipper et al. (2021), Salmonella Heidelberg € a mais frequente
em diversas granjas de frangos de corte, das principais regides produtoras
brasileiras. Portanto, alimentos de origem aviaria (principalmente carcacas de
frango) comercializados no pais e exportados para outros continentes estao
contaminados com esse patdgeno, gerando diversos prejuizos econdmicos
nacionais e internacionais. Além disso, estas salmonelas sédo geralmente
resistentes a antibidticos e podem causar infeccdo humana invasiva e

septicémica, representando um problema de saulde publica.

2.3 Avicultura e microbiota intestinal

A demanda por produtos avicolas cresceu exponencialmente nas ultimas
décadas e estima-se que a carne de frango sera a mais consumida, no mundo,
até 2026 (FAO, 2017). A avicultura brasileira € um setor da economia que passou
por significativas mudancas nos ultimos 40 anos. O processo de industrializacao
colocou o setor como um dos lideres em tecnologia e producdo, tanto no
abastecimento do mercado interno quanto nas exportacbes. O inicio das
atividades industriais ocorreu no Sul (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul), enquanto S&o Paulo continua sendo o Unico estado com producgdo
expressiva no Sudeste (COSTA, 2010).

O Brasil produziu 14.329 milhoes de toneladas em 2021, o estado lider foi
o Parana com 35,54%, segundo a ABPA. O Brasil possui aproximadamente
180.000 granjas dedicadas a cadeia produtiva de aves. BRF e JBS (CAMPOS,
2016).
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No Brasil, o sistema de producao intensiva é predominante e 0os avancos
tecnolégicos, em diferentes areas, tém trazido aumento de produtividade, se
destacando em alguns processos como: identificacdo genética de linhagens
adequadas para as etapas da industria avicola, producdo de vacinas,
especificacdo da qualidade nutricional das aves, bem como melhorias
ambientais e equipamentos de alta performance (SAKAMOTO et al., 2020). O
projeto de uma granja precisa contemplar a relacdo das aves com o ambiente,
integrando o comportamento animal a fisiologia das aves, 0S conceitos
ambientais e os sistemas de producao (ABREU; ABREU 2011). A necessidade
de inovar no uso das tecnologias torna-se evidente, mediante as mudancas
climaticas e ao contexto socioeconémico em evolucdo (FREITAS et al., 2007).

No passado, o uso profilatico de antibiéticos aumentava o crescimento e
a eficiéncia alimentar em frangos de corte, reduzindo infec¢des subclinicas e
colonizacdo de bactérias patogénicas oportunistas (HUME, 2011). As restricdes
aos antibidticos permitiram o ressurgimento de doencgas como a salmonelose em
frangos de corte (IMMERSEEL et al. 2009).

Atualmente, alguns pontos criticos na producéo em frangos de corte estédo
relacionados ao bem-estar das aves, saude do lote, seguranca alimentar e
eficiéncia produtiva (ABREU; ABREU, 2011). Segundo Dawkins e Layton (2012),
a associacdo entre praticas de manejo e a genética proporcionam uma
ferramenta importante, para melhorar o desenvolvimento dos animais de
pecuaria. A densidade de criacdo é um fator critico na avicultura industrial,
diretamente relacionado com o retorno econémico da producdo (Allain et al.,
2009).

Os pontos criticos da linha de producao justificaram o uso de antibioticos,
como aditivos na dieta dos animais. Atualmente a tendéncia mundial é de
diminuir uso desses produtos, devido a possivel contaminacdo das aves (com
residuos de antibioticos), além disso o aparecimento de bactérias resistentes
também tem sido uma preocupacao e com isso, paises importadores, restringem
o consumo de aves alimentadas com antibidticos. Mediante essas
consideracdes, na busca de solugdes, tem sido realizada analises com
probidticos e prebibticos, estudados mundialmente, como uma possivel
alternativa para substituir o uso de antibiéticos (PELICANO; SOUZA; SOUZA,
2002).
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O microbioma cecal é Unico e dinamico, constituido principalmente de
bactérias (aproximadamente 98%) (GLENDINNING et al. 2020).

Uma linhagem, no mesmo lote, com aves igualmente alimentadas,
apresenta grandes diferengas na microbiota (STANLEY et al., 2013). O fato da
microbiota cecal dos frangos de corte variar tanto pode ser, em parte, devido a
alta higiene nos incubatorios, resultando na falta de colonizacdo por
microrganismos de origem materna (STANLEY et al., 2013). Além disso, a
condi¢cdo de alojamento, tem impacto sobre como a microbiota de frangos de
corte pode responder a uma intervencao dietética.

Em relacdo as propriedades do trato gastrintestinal das aves,
relacionados a exclusdo da Salmonella, a permeabilidade da absorcdo de
nutrientes e o transporte de substancias extracelulares indesejadas, como
bactérias, além das substancias ndo digeridas. Portanto, a saude intestinal
desempenha um papel essencial nha patogénese de varios disturbios intestinais.
A permeabilidade do intestino é controlada pela microbiota intestinal, secrecdes
digestivas, barreiras fisicas (mucina, células epiteliais intestinais que revestem e
juncbes estreitas) e substancias quimicas como citocinas (BISCHOFF et al.,
2014).

Em condi¢cdes normais, a relacao simbidtica entre a microbiota intestinal
e o hospedeiro determina crucialmente a saulde intestinal. Distarbio na
microbiota intestinal pode levar ao desequilibrio da microbiota intestinal
(ZOETENDAL; RAJILIC-STOJANOVIC; DE VOS, 2008). Varios fatores, como
fatores antinutricionais na racdo, metais pesados, substancias toxicas, toxinas
bacterianas, herbicidas e antibiéticos podem prejudicar a microbiota intestinal.
Esses impactos podem levar a inflamagé&o localizada, infeccdo extensa ou até
intoxicacdo (ACKERMANN, 2015). Além disso, o epitélio intestinal funciona
como uma barreira de bactérias patogénicas. A fungéo prejudicada da barreira
intestinal, pode ocasionar a infiltragdo de conteudos luminais, como bactérias e
seus componentes associados, incluindo toxinas, para passar entre as células
epiteliais (ABUAJAMIEH et al., 2016).

A evolugado permitiu o desenvolvimento da capacidade de hospedar
consorcios complexos e dindmicos de microrganismos (WREN, 2000).

Compreender como o intestino das galinhas amadurece e se desenvolve,

e como os suplementos alimentares beneficiam o desempenho intestinal,
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auxiliard no aumento da eficiéncia alimentar, do crescimento e da saude geral
do animal (POURABEDIN; ZHAO, 2015).

2.4 Probidticos

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficio a saide do hospedeiro de forma
segura e eficaz. A maioria das cepas probidticas pertence aos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, embora outros géneros bacterianos como
Enterococcus, Bacillus e certas espécies de leveduras também tenham sido
propostas como probidticos (HILL et al., 2014).

Quando utilizados como aditivo alimentar, esses microrganismos estao
associados a manutencao do equilibrio da microbiota intestinal, aumentando a
resisténcia contra bactérias patogénicas e melhorando a imunidade do
hospedeiro (CHOCT, 2009). Tais beneficios podem ser devido a sua capacidade
de produzir acidos graxos e acidos organicos, bem como a sintese de compostos
como vitaminas e biomoléculas antimicrobianas como as bacteriocinas, que
atuam especificamente contra certos patdogenos, ou na atividade de certas
enzimas (HILL, 2014).

As cepas probidticas ndo devem competir com 0s microrganismos da
microbiota normal, mas sim interagir em simbiose. Além disso, devem ser
resistentes a bile e aos acidos do trato gastrointestinal e ter a capacidade de
aderir as células da mucosa intestinal, multiplicando-se rapidamente para
estarem sempre presentes no limen intestinal e ndo serem totalmente
eliminados durante o peristaltismo intestinal (MUSA, 2009).

Os probiéticos tem mais de uma forma de acéo, pode ser por competicdo
de sitio de ligacdo evitando a adesdo do patdégeno, vetando a colonizacao,
melhorando a funcdo da barreira, melhorando a composicdo da microbiota
intestinal, além disso eles podem produzir e ou aumentar a quantidade de
substancias que tenham acgéo antimicrobianas (PLAZA-DIAS et al., 2019).

Microrganismos probidticos sao frequentemente utilizados na industria
alimenticia, farmacéutica, veterinaria e pertencem ao grupo das BAL, pois séao
historicamente utilizadas na fabricacdo de alimentos lacteos e como culturas

iniciadoras, recebendo o selo de seguranca da Food and Drug Administration
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dos EUA (WESSELS et al., 2004). As bactérias acido laticas pertencem a um
grupo heterogéneo de bactérias gram-positivas, classificadas conforme as
caracteristicas de fermentacdo da glicose, morfologia celular, capacidade de
utilizar agucares e faixa de temperatura de crescimento ideal (MOKOENA, 2017).

Ressalta-se que durante o manejo animal, diversas situacoes
estressantes podem afetar seu crescimento e saude (MOBERG, 2000). Embora
os criadores fornecam dietas balanceadas, podem ocorrer algum estresse que
possibilita a diminuigio da imunidade das aves, podendo afetar
significativamente os custos de produc¢éo (FRYE; WILLIAMS; GRAHAM, 1991).

A producao de substancias antimicrobianas por cepas probiéticas torna o
uso desses microrganismos vantajoso. Embora varios microrganismos possam
produzir substancias antimicrobianas, as produzidas pelas BAL sé&o
diferenciadas, devido ao seu potencial uso como bioconservantes de alimentos
(CINTAS et al., 2001). Essas substancias antimicrobianas sao peptideos ou
proteinas sintetizadas e liberadas para o meio extracelular que possuem
atividade contra outras espécies bacterianas (COTTER; ROSS; HILL, 2013). A
inibicdo de bactérias patogénicas por BAL é mediada principalmente pela
producdo dessas biomoléculas, que estimulam a produtividade animal,
proporcionando ganho de peso, fortalecendo o sistema imunolégico e reduzindo
a taxa de mortalidade por meio do controle de patdégenos que comumente
acometem suinos, bovinos e aves (BARROW, 1992).

Na producao avicola, um dos principais objetivos do uso da BAL € para a
reducdo dos patdégenos de origem alimentar Salmonella spp. e Campylobacter
ssp, por meio da introducdo de bactérias probidticas na dieta das aves
(SVETOCH; STERN, 2010). Esses patégenos séo os principais causadores de
doencas transmitidas por alimentos em humanos e as aves podem ser um
importante reservatério (FENG et al., 2016).

Ambas as bactérias gram-positivas e gram-negativas, liberam peptideos
antimicrobianos extracelularmente, em varias etapas do drescimento (GRAHAM
et al., 2017).

Bactérias acido laticas sdo encontrados sdo encontrados nas membranas
mucosas das vias respiratérias, intestinais entre outros locais (LIU et al., 2014).
S80 seguros para consumo e nao alteram a qualidade e seguranca dos
alimentos (SILVA; SILVA; RIBEIRO, 2018).
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Na producgéo animal se destaca o uso de BAL que tem a capacidade de
produzir bacteriocinas, pois tém relatos de aumento na taxa de crescimento das
aves. Elas estdo entre os grupos mais importantes de bactérias que fornecem
beneficios para a saide de humanos e animais (VIECO-SAIZ et al., 2019).

Varias estratégias dietéticas estdo disponiveis para modular a
composicdo ou metabdlico/atividade imunologica da microbiota intestinal. Entre
as estratégias as mais estabelecidas sdo os probidticos e prebidticos (HILL,
2014).

Algumas espécies de BAL apresentam antagonismo com a Salmonella
Heidelberg. O consumo prolongado de espécies de BAL pode induzir
modificacdes qualitativas e quantitativas no ecossistema microbiano do trato
gastrointestinal de animais e humanos (APAJALAHTI; VIENOLA, 2016). Estas
bactérias sdo geralmente reconhecidas como seguras, com base nas definicdes
de especialistas, que avaliam a seguranca de substancias alimentares
(GOLDSTEIN; TYRRELL; CITRON, 2015).

Para ser um probiotico de escolha a BAL deve ser resistente ao pH
gastrico, portanto, elas tém que ser capaz de sobreviver e transitar pelo
estbmago apesar do seu baixo pH (CHARTERIS et al.,1998). Nos ultimos anos,
varios estudos in vitro e in vivo mostraram que as BAL exibem um efeito protetor
no trato gastrointestinal excluindo patégenos ou promovendo a colonizagdo
intestinal (KOMMINENI et al., 2015), entre eles podemos citar as bactérias do
genero Enterococcus spp. O Enterococcus faecium foi o primeiro a ser usado
como aditivo alimentar probidtico e permitido pela Unido Europeia (FRANZ et al.,
2011). Enterococcus faecium PNCO01 demonstrou melhorar a imunidade
intestinal e a secrecédo de muco jejunal em frangos de corte (WU et al., 2019).
Enterococcus faecium melhorou a resisténcia a bactérias patogénicas em
animais. O intestino de aves é rico em bactérias laticas, que tem sido utilizada
como um importante recurso biolégico para o isolamento de probiéticos (XIE et
al., 2019).

Um grande numero de BAL foi isolado do conteudo intestinal de animais
e usado como probidtico (ADHIKARI; KWON, 2017). Como a adesédo de
probiéticos ao epitélio intestinal é um pré-requisito para sua funcdo e a

colonizacéo por adeséo tem especificidade do hospedeiro.
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2.5 Bacteriocinas — Proteinas — Peptideos

Atualmente, os consumidores buscam produtos alimenticios seguros,
saudaveis, saborosos, de longa vida util e minimamente processados. As BAL
sao consideradas microrganismos de qualidade alimentar por atenderem a estas
exigéncias, e tém sido aplicadas em alimentos fermentados (COTTER; ROSS;
HILL; 2013).

Recentemente alguns autores tém indicado que 0s microrganismos
benéficos produzem micro e macromoléculas bioativas, denominada de
posbioticos, eles conferem varios beneficios a saude do hospedeiro, podemos
dizer que é uma alternativa promissora para alguns tratamentos, logo essas
biomoléculas poder&o ser utilizadas para o crescimento, desenvolvimento e
reproducdo dos microrganismos benéficos, auxiliando na preservacdo e na
comunicacao bacteriana (ABBASI et al., 2022).

Recursos naturais extraidos de plantas, animais e microrganismos,
combinados com ferramentas quimicas e biotecnoldgicas, fornecem diferentes
compostos que podem ser promissores, como agentes antimicrobianos
(MBAVENG et al.,, 2015). Os peptideos ou proteinas sintetizadas por
ribossomos, inibem o crescimento e a reproducéo de uma variedade de bactérias
(CHEN et al., 2021).

Os peptideos das bacteriocinas séo liberados em ambiente polimicrobiano
competitivo, e sdo usados para eliminar outras espécies bacterianas,
particularmente aquelas que estdo intimamente relacionadas (PEREZ; et al,
2014).

Compostos microbianos sdo comuns entre as espécies de bactérias, e
alguns estudos sugerem que praticamente todas as bactérias sdo capazes de
produzir substancias. Devido a essa alta diversidade de bactérias produtoras,
uma grande variedade de peptideos pode ser identificada, e algumas bactérias
podem produzir varios tipos (CINTAS et al.,, 2001). Esta ampla gama de
moléculas antimicrobianas permite variadas aplicagcdes biotecnoldgicas,
industriais e farmacéuticas (YANG et al., 2014).

Caracterizados por sua natureza probidtica, algumass BAL e seus
produtos metabdlicos sdo considerados como seguros para a industria de

alimentos. Bactérias acido laticas sdo usados em varios processos (por
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exemplo, fermentagcdo, preservacdo de alimentos) devido & sua capacidade
bioconservante de inibir microbiota (CINTAS et al., 2001).

Algumas substancias podem apresentar grande potencial para substituir
outros compostos antimicrobianos ou para serem combinadas com antibiéticos,
e estudos in vivo tém mostrado seu potencial como agente terapéutico em caso
de infeccOes recorrentes auxiliando nas funcdes fisiolégicas (HASSAN et al.,
2012).

A maior parte das funcdes fisiolégicas das células sédo exercidas pelas
proteinas. A identificagdo quantitativa, qualitativa e estrutural & essencial para
entender o funcionamento dos sistemas bioldgicos. Logo o estudo do proteoma
permite a identificacdo das proteinas que estdo sendo expressas em um
determinado momento e quantifica elas assim fornecendo informacdes de
proteinas ali expressas. O estudo passa por etapas incluindo extracdo e
tratamento da amostra, separacdo das proteinas ou peptideos, espectrometria
de massa e andlise dos resultados em ferramentas de bioinformatica (EMIDIO
et al 2015).
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3. OBJETIVOS

Verificar a presenca de proteinas produzidas por Enterococcus spp. que

atuam na comunicagao bacteriana contra Salmonella Heidelberg.

4. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi dividido em duas analises.

Andlise 1. Foram realizados dois experimentos, sendo um com a
aplicacao do posbiotico produzido pelo Enterococcus spp., sem 0 contato prévio

com a Salmonella Heidelberg (SH) e outro com contato antes da extracao.

Analise 2: Foram realizado andlise protedmica dos posbioticos.

4.1 Amostras
Para os seguintes experimentos laboratoriais, foram utilizadas duas cepas

de bactérias 4cido laticas (BAL) e uma cepa de bactéria SH. O Enterococcus sp.
foi utilizado como BAL produtora do posbidtico, o Pediococcus sp. como BAL
probidtica, isolados de aves adultas saudaveis de granjas comerciais, e a cepa
de Salmonella Heidelberg como bactéria indicadora a ser inibida no teste de
inibicdo em placa, Spot on the Lawn. Todas as bactérias citadas anteriormente
foram provenientes do Laborat6rio de Ornitopatologia da UNESP, campus de

Botucatu.

4.2 Experimento 1

4.2.1Cultivo das amostras
As BALs foram cultivadas em meio de cultura especifico, DeMan, Rogosa

e Sharpe (MRS), sob 37°C por 24 horas.

A SH foi cultivada em meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI), também
sob 37°C por 24 horas.
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4.2.2 Preparo do filtrado
Para o preparo do posbiodtico utilizado no experimento 1 (EXP 1), 100 uL

de um cultivo prévio de Enterococcus spp foi inoculado em 10 mL de caldo MRS
durante 24 horas a 37°C, e em seguida foi realizada a esterilizacao por filtracdo

em membrana de nitrocelulose (0.22 pym), assim gerando o posbiotico do EXP 1.

Para o preparo do posbiotico utilizado no experimento 2 (EXP 2), 100 uL
de um cultivo prévio de Enterococcus sp e 100 yL de um cultivo prévio de SH
foram ambos inoculados em 10 mL de meio de cultura %2 MRS %2 BHI e incubados
a 37°C por 24 horas. Apos transcorrido o tempo de cultivo, 100 uL deste cultivo
foram inoculados em 10 mL de caldo MRS e cultivados sob 37°C por 24 horas,
com o intuito de se eliminar possiveis particulas de SH e\ou metabdlitos
produzidos por ela. Finalmente, apds a incubagédo, o cultivo foi submetido ao
processo de esterilizacdo por filtracdo em membrana de nitrocelulose, assim

gerando o posbidtico do EXP 2.

4.2.3 Cultivo da amostra com posbidtico
Com o intuito de possibilitar contato e sensibilizacdo da BAL probiotica

pelo posbiodtico, o Pediococcus spp. foi incubado separadamente com cada

posbiético.

Em dois micros tubos graduados em 2 mL e contendo 200 pL de caldo
MRS, foram inoculados 120 pL de Pediococcus sp. previamente cultivado, além
de 200 pL de posbidtico, sendo um micro tubo para cada posbiético (EXP 1 e
EXP 2) No experimento 1 e 2 os micros tubos foram entdo submetidos a

incubacédo sob 37°C por 24 horas.

4.2.4 Teste de antagonismo Spot on the Lawn
Ambos os indéculos descritos anteriormente em “4.4 Cultivo da amostra

com posbidtico” foram submetidos ao teste de antagonismo em placa Spot on
the Lawn, com o intuito de se verificar possivel aumento do antagonismo,

proporcionado pelo posbidético “EXP 1”

Cerca de 10 pL de cada cultivo contendo Pediococcus spp. e seu

respectivo posbiotico, foram semeados em forma de pontos e em triplicata, em
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placas de Petri contendo agar MRS, seguinte de incubacgédo a 37°C por 24 horas.
Concomitantemente, foi preparado o in6culo de SH, sendo inoculados 100 L de

um cultivo prévio, em 10 mL de caldo BHI, e incubado a 37°C por 24 horas.

Transcorrido o adequado periodo de incubacéo, foram preparados tubos
estéreis contendo 10 mL de caldo BHI a 0,65% de agar-agar e colocados em
banho-maria a 45°C. Em seguida, os tubos foram retirados do banho-maria e
apos resfriamento em cerca de 35°C, cada unidade foi inoculada com 100 uL do
cultivo de SH anteriormente produzido. Em seguida, cada tubo foi
homogeneizado e cuidadosamente vertido em cada placa de Petri incubada no
dia anterior. Apos agarificacdo do meio recém vertido, o conjunto foi entdo
novamente submetido a incubacdo sob 37°C por 24 horas. Transcorrido o
periodo de 24 horas citado anteriormente, os halos de inibicdo formados foram

mensurados.

Salienta-se que previamente aos indculos de BALs e SH em todas as
etapas, a concentracdo destas bactérias foi prevista com auxilio da escala
nefelométrica de McFarland objetivando-se a concentracdo de 1,5 x 108 UFC/

mL.

4.3 Experimento 2
A analise protedmica foi realizado no IBTEC — UNESP Campus de

Botucatu, no Laboratério de Protedmica, pela equipe da Professora Lucilene

Delazari dos Santos.

4.3.1 Analise protebmica

4.3.1.1 Preparo das amostras

Dois mililitros (2 mL) de cada amostra foram dialisadas contra 2 litros do
tampdao Acetato de Amonio 50 mM, pH 6.8 em membranas de celulase, a fim de
remover sais e compostos de baixa massa molecular. A dialise ocorreu com a
troca do tampao a cada uma hora por meio de 4 trocas. ApOs a dialise, as
amostras foram removidas da membrana e condicionadas com microtubos

plasticos.
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4.3.1.2 Quantificagcéo de proteinas

A concentracdo de proteinas totais foi realizada usando o método Pierce
660 (Pierce™ 660nm Protein Assay Reagent, Thermo Fisher Scientific),

utilizando a proteina padrao albumina bovina.

4.3.1.3 Eletroforese do tipo SDS-PAGE

O controle de qualidade das amostras foi realizado, utilizando a estratégia
de eletroforese unidimensional, sob condicbes desnaturantes em sistema
vertical (Mini VE, GE Healthcare, Uppsala, Suécia). O gel de separacdo a 12%
(m/v) e de empilhando a 5% (m/v) de poliacrilamida foram utilizados para o
fracionamento proteico. Foram utilizados de 20 a 500 pg de proteinas totais em
cada amostra por poco, utilizando-se o tampéao de amostra TRIS-HCI 60 mM, pH
6.8, 50% (v/v) glicerol, 2% (m/v) SDS, 23 mM 2-mercapetanol e 0,1% (m/v) azul
de bromofenol. As amostras foram homogeneizadas e submetidas a
desnaturacdo em banho a 70° C por 5 minutos. Foi utilizado o marcador de
massa molecular Low Molecuar Weight (97-14.4 kDa, Cytiva) como calibrante
interno para os perfis proteicos amostrais. A separagao proteica foi efetuada sob
amperagem constante (400 mA) e voltagem de 150 V. Os géis foram corados
com Coomassie Coloidal G-250 e posteriormente, armazenados em acido
acético 10% (v/v). Os géis foram escaneados utilizando o equipamento
ImageQuant LAS500 e os dados de densidade proteica foram obtidos por meio

do software Image J.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no teste Spot on the Lawn foram mensurados em
halos de inibicdo, medidos em milimetros. Demonstrando que ouve aumento do
halo de inibicdo do probiético apés o contato com o posbibtico, podemos
observar os resultados na tabela 1.

Tabela 1. Mensuracao dos halos de inibicdo de bactérias acido laticas com ou

sem adicao do indutor, sensibilizado ou ndo, sob o teste de antagonismo em
placa Spot on the Lawn. Medida em milimetros

In6culo Mediana (Q1 -Q3) mm
Pediococcus 54 + posb 84 n sensi. 3(1-4)a
Pediococcus 54 + posb 84 3(1-5)a
Pediococcus 54 11-2)b

Letras diferentes na mesma coluna e bloco indicam diferenca estatistica (p <
0.05) sob o teste de Mann-Whitney

Os probiéticos testados apresentaram aumento do tamanho do halo apo6s
0 contato com o0 posbidtico, assim demostrando que o Enterococcus spp.
produziu e liberou alguma substancia (posbiético), que estimulou a inibicdo da
SH pelo probidtico, assim aumentado a inibicdo da SH. Observado pelo teste
Spot on the Lawn assim concordando com os altores Waters, Bassler (2005) e
Reading, Sperandio (2006) que descrevem que as bactérias se comunicam por
meio de substancias sinalizadoras, gerando modificacdo no comportamento
coletivo. Esse mecanismo denominado quérum sensing envolve a producéo,
liberagdo e reconhecimento destas substéncias. N&o houve diferencas

estatistica entre os posbidticos testados.

Os posbidticos foram testados sozinhos sem a presenca de BAL, mas eles
nao tiveram a capacidade de inibir o crescimento da SH, isso vai de encontro
com o trabalho de Griffiths (2005), que os posbidticos gera uma acao coletiva no

comportamento bacteriano.

As bactérias com o mecanismo de quoum sensing fazem um mapeamento
do habitat, por reconhecimento de algumas alteragbes como quantidade de
nutrientes, densidade populacional (FUQUA et al,1994) reconhecendo e/ou

liberando substancias sinalizadoras, que levam a acdes como mudanca de
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ambiente, estabilizacdo na multiplicagdo ou combate a patégenos (KHMEL;
METLITKSKAYA, 2006).

Avancando na pesquisa as amostras de posbiotico que apresentaram

aumento no halo de inibicdo foram enviadas para analise protedmica.

A quantificacdo de proteinas foi realizada segundo o pelo método BCA
(Pierce™ BCA Protein Assay Kit) em triplicata, tendo como equacéo da retay =
0,0001x + 0,0671 e R?2 0,9959. A Figura 1 evidencia a linearidade das 8 diluicdes

da proteina padrao albumina bovina.
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y =0,001x+ 0,0871
2000 R?=0,9959

1,500
1,000

0,500

0,000
0 500 1000 1500 2000 2500

Figura 1: Elaboracéo da curva de calibracdo mediante oito diluicdes da proteina
padréao albumina bovina.

Tendo em vista o 6timo valor do coeficiente de determinacgdo (R?) de 0.99,
utilizou-se da equacao da reta para determinar as concentragdes proteicas em
cada amostra. Para o calculo, foram consideradas a média das absorbancias

das triplicatas amostrais (Tabela 2).
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Tabela 2: Concentragdo de proteinas presentes nas amostras obtidos pelo
meétodo de BCA.

Amostra Concentragdo pg/uL

1 1,025
2 0,876
3 0,856
4 1,333
5 1,438
6 1,290
7 1,459
8 1,092

Em seguida, géis de eletroforese foram confeccionados como controle de
qualidade para avaliar a qualidade e variabilidade proteica nas amostras. Vinte
e setenta microgramas (20 pg e 70 ug) de proteinas totais de cada amostra foram
separadas e preparadas (desnaturacédo a 70°C por 5 minutos) para a elaboracao
de uma eletroforese unidimensional em géis de poliacrilamida 12% (m/v). A
Figura 2 evidencia as imagens dos géis corados com Coomassie Brilliant Blue
R-250.
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Figura 2: Perfil protéico das amostras 1 a 8 em gel de eletroforese de poliacrilamida de 12% (m/v) sob condi¢cbes redutoras e
desnaturantes.
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Uma vez ndo detectadas bandas proteicas, entendeu-se que a
quantificacdo proteica realizada superestimou a quantidade de proteinas nas
amostras, ou seja, outras moléculas presentes nas amostras foram quantificadas
juntamente com as proteinas. Desta forma, submeteu-se a um novo gel de
eletroforese o equivalente a 500 pg de proteinas totais por amostra, a fim de
revelar a presenca de potenciais proteinas nas amostras (Figura 3).

45

30

Massa Molecular (kDa)

201

14.4

Figura 3: Perfil protéico das amostras 1 a 8 em gel de eletroforese de
poliacrilamida de 12% (m/v) sob condi¢cfes redutoras e desnaturantes.

Mesmo que o método de quantificacéo tenha superestimado a quantidade
de proteinas, a nova andlise de eletroforese com uma elevada quantidade de
amostra bruta evidenciou a presenca de proteinas em todas as amostras
ensaiadas. A Figura 3 evidencia os perfis proteicos das amostras, das quais as
amostras 1 a3 e 5 a 7 apresentaram expressao de proteinas de forma diferencial
frente aos respectivos controles (amostras 4 e 8) com bandas proteicas de
massas moleculares entre 50 a 96 kDa, além da forte evidéncia de bandas
protéicas de massas moleculares entre as massas 14.4 e 20 kDa. Nos perfis
protéicos das amostras 5 a 7, as bandas protéicas da regido de massas
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moleculares entre 50 a 96 kDa, denotam expresséao diferencial perante a mesma
regido dos perfis proteicos das amostras 1 a 3.

Apesar da avaliacédo visual de uma imagem de um gel de eletroforese ser
uma validacao qualitativa, ha fortes indicios de que os tratamentos empregados
nas amostras 1 a 3 e 5 a 7, exercem influéncia biolégica na linhagem celular
exposta, haja vista que, ao compararmos estas amostras com seus respectivos
controles, bandas proteicas apresentam expressfes diferenciais. E desta
mesma forma, indica-se que o tratamento realizado nas amostras 5 a 7 tem
influéncia positiva no que se refere a expressao das proteinas (up regulation) em
comparacao com o tratamento realizado nas amostras 1 a 3.

De forma a ratificar a andlise qualitativa visual mencionada, utilizou-se da
andlise quantitativa, utilizando dados de densidade das bandas contidas no
conjunto de proteinas presentes nas colunas verticais do gel de eletroforese
onde cada amostra foi inserida na malha de poliacrilamida. Com auxilio do
software Image J foi possivel obter os dados de densitometria. A Tabela 3
representa a média e o desvio padrédo de densidade proteica das amostras 1, 2
e 3 (réplicas biologicas) do Experimento 1 (Exp 1), das amostras 5, 6 e 7 (réplicas
bioldgicas) do Experimento 2 (Exp 1) e das amostras 4 e 8 (réplicas individuais
dos controles) denominados Branco 1 e Branco 2 (BR1 e BR2). A Figura 4
representa graficamente os dados quantitativos da densidade determinada para
cada grupo experimental deste estudo.

Tabela 3: Dados de densidade proteica das proteinas contidas nos pocos do
gel de eletroforese de cada grupo experimental.

Exp 1 BR1 Exp 2 BR2
Media 1.24E+06 | 1.13E+06 | 1.30E+06 | 1.12E+06
DP 4. 51E+04 - 2.78E+03 -
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Figura 4. Média e desvio padrdo da densidade proteica no gel de
poliacrilamida de cada grupo experimental analisadas pelo software
Image J.

Ja a Figura 5 indica o valor de Fold Change (FC), o qual é calculado a
partir da divisédo entre os dados de densidade proteica do Experimento 1 em
relacdo aos dados do Branco 1 e dos dados do Experimento 2 em relacdo aos
dados do Branco 2. Assim, temos FC de Exp1/BR1 de 1.10 e Exp2/BR2 de 1.15.

1,2 ¢
1,18
1,16
1,14
1,12

1,1 |
1,08
1,06
1,04

Fold Change

Exp 1/BR1 Exp 2/BR2

Figura 5: Relacdo de proporcionalidade (= Fold change) entre a
densidade proteica contida nas amostras experimentais em relacdo aos
seus respectivos controles.

Diante dos dados quantitativos das analises de densidade proteica totais
em cada amostra analisada, ratifica-se as evidéncias qualitativas relatadas
anteriormente em que os perfis das amostras 1 a 3 (Expl) e 5 a 7 (Exp2)
apresentam expressao de proteinas de forma diferencial positivamente (up
regulation) quando comparados com seus respectivos controles (amostras 4 e 8
= BR1 e BR2). Além disso, a razdo de FC entre EXP2/BR2 indica uma tendéncia

de que o tratamento realizado nas amostras 5 a 7 (EXP2), influencia
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positivamente (up regulation), porém, levemente moderada, a expressao das
proteinas em comparacdo com o tratamento realizado nas amostras 1 a 3
(Expl).
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CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, podemos observar aumento do halo de
inibicdo da SH e a presenca de proteinas no posbiodtico produzidas pelo
Enterococcus spp., responsavel por uma possivel acdo de quorum sensing,

entre as bactérias acido laticas utilizadas nesse estudo.

Logo se faz necessario a identificacdo destas proteinas para elucidar

como elas atuam.
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