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Resumo

O probidtico esta relacionado a um suplemento alimentar, enquanto que os produtos vivos
bioterapéuticos - PVBs sdo considerados medicamentos bioldgicos, ambos contém micro-
organismos vivos com substancias ativas e que beneficiam o hospedeiro. O Enterococcus
faecium apresenta muitas propriedades interessantes e funcionais para saide humana e
animal, entre elas a capacidade antimicrobiana, que ajuda em doencas de intoxicacéo
alimentar como a Campilobacteriose. As espécies Campylobacter jejuni e C. coli, tém sido
descritas neste contexto. Portanto, pela necessidade de desenvolver alternativas que permitam
garantir a seguranca dos produtos consumidos pela populacdo, este trabalho propde uma
estratégia complementar para reduzir ou eliminar o Campylobacter por meio do uso de
Enterococcus faecium EF137V, isolado de queijo “Coalho” artesanal de Pernambuco-Brasil.
As andlises foram realizadas in vitro. Dadas as condi¢Oes adversas, como pH &cido e presenca
de sais biliares, nas quais EF137V foi exposto, verificou-se que a bactéria apresentou
resisténcia a condigdes gastrointestinais, aderéncia as células epiteliais, atividade
antimicrobiana pelos seus compostos metabdlicos contra cepas de referéncia de C. jejuni e C.
coli, bem como atividade antagonista, 0 que sugere que ambas as espécies ndo serdo capazes
de crescer desordenadamente na microbiota intestinal do hospedeiro, podendo assim controlar
a esses microrganismos na comunidade bacteriana em frangos de corte e evitando novas
infeccbes em humanos. Pode-se concluir que o EF137V é um PVB e probiotico promissor,

apresentando grande capacidade para aplicagdes de biotecnologia.
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Abstract

The probiotic is related to a food supplement, while the live biotherapeutic products - LBPs
are considered biological medicines, both contain living microorganisms with active
substances that benefit the host. Enterococcus faecium has many interesting and functional
properties for human and animal health, including the antimicrobial capacity, which helps in
food poisoning diseases such as Campylobacteriosis. Campylobacter jejuni and C. coli
species have been described in this context. Therefore, due to the need to develop alternatives
to ensure the safety of products consumed by the population, this work proposes a
complementary strategy to reduce or eliminate Campylobacter through the use of
Enterococcus faecium EF137V, isolated from artisanal “Coalho” cheese from Pernambuco-
Brazil. The analyzes were performed in vitro. Given the adverse conditions, such as acid pH
and the presence of bile salts, in which EF137V was exposed, it was found that the bacteria
showed resistance to gastrointestinal conditions, adherence to epithelial cells, antimicrobial
activity by its metabolic compounds against reference strains of C. jejuni and C. coli, as well
as antagonistic activity, which suggests that both species will not be able to grow disorderly in
the host's intestinal microbiota, thus being able to control these microorganisms in the
bacterial community in broilers and preventing new infections in humans. It can be concluded
that the EF137V is a promising PVB and probiotic, presenting great capacity for
biotechnology applications.

Keywords: Probiotics; Enterococcus faecium; Campylobacter jejuni; Campylobacter coli;

Biothecnology.

Resumen

El probidtico esta relacionado con un complemento alimenticio, mientras que los productos
bioterapéuticos vivos, los PBV se consideran medicamentos biologicos, ambos contienen
microorganismos Vvivos con sustancias activas que benefician al huésped. Enterococcus
faecium tiene muchas propiedades interesantes y funcionales para la salud humana y animal,
incluida la capacidad antimicrobiana, que ayuda en enfermedades de intoxicacion alimentaria
como la campilobacteriosis. En este contexto se han descrito especies de Campylobacter
jejuni y C. coli. Por lo tanto, ante la necesidad de desarrollar alternativas para asegurar la
inocuidad de los productos consumidos por la poblacion, este trabajo propone una estrategia
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complementaria para reducir o eliminar Campylobacter mediante el uso de Enterococcus
faecium EF137V, aislado de queso “Coalho” artesanal de Pernambuco-Brasil. Los analisis se
realizaron in vitro. Dadas las condiciones adversas, como pH acido y presencia de sales
biliares, en las que se expuso EF137V, se encontré que la bacteria presentaba resistencia a
afecciones gastrointestinales, adherencia a células epiteliales, actividad antimicrobiana por sus
compuestos metabdlicos frente a cepas de referencia de C. jejuni y C. coli, asi como actividad
antagoénica, lo que sugiere que ambas especies no podran crecer desordenadamente en la
microbiota intestinal del hospedador, pudiendo asi controlar estos microorganismos en la
comunidad bacteriana en pollos de engorde y prevenir nuevas infecciones en humanos. Se
puede concluir que el EF137V es un PVB y probidtico prometedor, presentando gran
capacidad para aplicaciones biotecnoldgicas.

Palabras clave: Probidticos; Enterococcus faecium; Campylobacter jejuni; Campylobacter

coli; Biotecnologia.

1. Introducéo

As espécies do género Campylobacter, tem sido destaque no contexto de infeccdo
alimentar, por serem agentes causadores da campilobacteriose, considerada uma importante
gastroenterite que acomete os humanos, configurando entre as principais causas globais de
doencas diarreicas, cuja a incidéncia e a prevaléncia vém aumentando nos Gltimos dez anos
(Calazans, et al. 2020). Embora a maioria desses casos ocorra como gastroenterite
autolimitante, os casos mais graves e de longa duragdo podem exigir tratamento com
antibidticos, principalmente em pacientes imunocomprometidos (Ma, et al., 2014).

Uma das mais importantes fontes de transmissdo de campilobacteriose humana é o
consumo de produtos de origem avicola, uma vez que as aves Sao reservatorios naturais de
espécies de Campylobacter (Lima, et al., 2020). A preocupagdo com esse micro-organismo
baseia-se nos indices observados no Brasil e em outros paises da América do Norte, Europa e
Japédo onde as taxas de contaminacgdo de frangos de corte e subprodutos pos processamento
variam de 8 a 100% (Peres, 2020), entretanto, esses dados podem variar dependendo do
consumo de frangos por regido (Garcia, et al., 2020).

A campilobacteriose em seres humanos deve-se principalmente ao Campylobacter
jejuni, com cerca de 90% dos casos, sendo a porgéo restante causada predominantemente por
Campylobacter coli (Torres, Hass & Siqueira, 2016). A reducéo da colonizacdo intestinal por

Campylobacter em frangos de corte € uma importante estratégia para reduzir o patégeno e,
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consequentemente, o risco para desencadeamento da doenca pelo consumo de carne
contaminada (Calazans, et al., 2020). Alternativas para o controle e reducdo do micro-
organismo, abordando agdes de biosseguridade e estratégias nutricionais como combinacdes
probidticas e até bacteriocinas (posbidticos), € um verdadeiro desafio devido ao seu
comportamento, principalmente comensal, no intestino dessas aves (Meunier, et al., 2015;
Calazans, et al., 2020).

Existem, portanto, duas problematicas: 1) a desordem gastrointestinal causada em
adultos e criancas pela contaminagdo por Campylobacter e 2) a colonizagéo intestinal por C.
jejuni e C. coli em frangos de corte, tornando-se, consequentemente, o principal agente de
transmissdo da campilobacteriose em humanos. Diante de duas demandas importantes na
agropecudria e na saude é que se faz necessario um olhar atento sobre os produtos vivos
bioterapéuticos — PVBs e 0s probioticos para o estabelecimento e equilibrio da saide humana
e animal (Ross, et al., 2008; Calazans, et al. 2020).

Alguns produtos contendo membros de diversos géneros de micro-organismos podem
ser desenvolvidos como PVBs que sdo administrados com a intencdo de tratar ou prevenir
doencas, dentre estas, as importantes infeccdes e/ou inflamacdes intestinais (Ross, et al.,
2008; FDA, 2016). Os probiéticos, por sua vez, sdo culturas vivas de organismos benéficos
que estimulam seletivamente o crescimento de bactérias nativas no intestino, beneficiando
assim o hospedeiro (Asha & Gayathry, 2012).

Embora os PVBs e probioticos parecam semelhantes em suas denominagées, existem
diferencas regulatdrias bem definidas para ambos no campo de suas atuagfes. O probidtico
esta relacionado a um suplemento alimentar, enquanto que os PVBs sdo considerados
produtos farmacéuticos (medicamentos bioldgicos) contendo micro-organismos vivos com
substancias ativas (Simmons, et al., 2020).

Um género importante que pode englobar as duas caracteristicas terapéuticas € a
Enterococcus, conhecida pela sua aplicacdo na seguranca dos alimentos, agregando valor a
prevencdo e ao tratamento contra infecgdes de origem alimentar, devido a sua capacidade de
produzir uma variedade de compostos, entre eles os antimicrobianos (Cleveland, et al., 2001,
Cocolin, et al., 2007; Franz, et al., 2011; Chakchouk-Mtibaa, et al., 2014; Favaro, et al., 2014,
Sonsa-Ard, et al., 2015).

Historicamente, os Enterococcus sdo habitantes predominantemente de intestinos de
humanos e outros animais. Certas especificidades do hospedeiro podem ser observadas, como
por exemplo, a Enterococcus faecium que é a espécie de ocorréncia mais frequente em

frangos saudaveis (Christofoli, et al., 2020). Neste sentido, a manutencdo dessas boas
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bactérias no intestino das aves pode ser possivel através da adicdo de espécies probioticas na
racdo que fornecem carboidratos fermentaveis e determinados compostos que favorecem,
seletivamente, a multiplicagho dos micro-organismos naturais benéficos do trato
gastrintestinal do hospedeiro podendo substituir os antibidticos nas racées sem perdas de
desempenho (Reis & Vieites, 2019).

Em particular, a Enterococcus faecium, exibe muitas propriedades bioquimicas e
biotecnoldgicas interessantes, tais como atividades proteoliticas, lipoliticas, esteroliticas e
outras atividades enzimaticas, utilizacédo de citrato e producao de metabolitos (Rehaiem, et al,
2014), além de apresentar capacidade antagbnica que permite o controle de bactérias
indesejaveis na microbiota. Em trabalho realizado por Carvalho (2007) sobre a avaliacdo da
atividade antagonista frente a Listeria spp., foi verificado que as culturas de Enterococcus
apresentaram maior poder de inibicdo, sendo a atividade antimicrobiana associada
principalmente a producéo de posbidticos (enterocinas).

As cepas de Enterococcus faecium tém promovido efeitos diversos a saide, como a
modulacdo da microbiota intestinal, melhora nos sintomas relacionados a colite ulcerativa
(Cavallini, et al., 2017) e diminuicdo da incidéncia de diarreia (Pajarillo, et al., 2015).
Entretanto, efeitos benéficos da Enterococcus no controle do crescimento dos patdgenos
Campylobacter jejuni e Campylobacter coli tem sido pouco relatado (Vahjen & Ménner,
2014; Bratz, et al., 2015).

Numa experiéncia de co-cultura, o crescimento de C. jejuni foi altamente inibido por
E. faecium e a alimentacdo de uma preparacdo probidtica incluindo E. faecium demonstrou
reduzir a colonizagdo de C. jejuni em galinhas (Bratz, et al., 2015).

Sendo assim, este estudo teve por objetivo determinar o potencial efeito antagonista e
antimicrobiano da Enterococcus faecium EF137V isolada de queijo de Coalho artesanal de
Pernambuco — Brasil sobre a inibicdo do crescimento in vitro da Campylobacter jejuni e

Campylobacter coli.

2. Metodologia

2.1 Micro-organismos e condi¢des de cultivo

O produto vivo bioterapéutico Enterococcus faecium 137V (EF137V) foi isolado de
gueijo de Coalho artesanal do agreste de Pernambuco, Brasil e cultivado em caldo deMan,




Research, Society and Development, v. 9, n. 10, 5299108853, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.8853

Rogosa e Sharpe - MRS (Himedia, M369) a 37 °C em aerobiose por 24h, para posterior
obtencéo de posbioticos.

Os agentes indicadores Campylobacter jejuni IAL e Campylobacter coli ATCC 33291
foram cultivados em mCCDA (modified Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Agar)
(Himedia, M887) suplementado com Cefoperazona e Anfotericina B (Himedia, FD135). As
culturas foram incubadas em condicfes de microaerofilia a 42°C durante um periodo de 48
horas (1ISO 10272-1 2006).

2.2 Resisténcia ao valor de pH baixo

Foi realizada de acordo com Argyri, et al. (2012), com a cultura EF137V apés 18
horas de crescimento em caldo MRS, ajustada para 108 UFC/mL. A cultura foi centrifugada
(10.000 xg, 5 minutos, 4°C), lavada duas vezes com tampdo fosfato salino (PBS 1M) (pH
7,2). Logo apds, foi ressuspendida em solucdo PBS com pH ajustado para 2,5, incubadas a
37°C por 0, 1 e 3 horas. A seguir, a resisténcia e a viabilidade da col6nia foi analisada a partir
do crescimento em MRS 4gar com incubacdo a 37°C por 24 horas. O experimento foi

realizado em duplicata. O nimero de células viaveis foi expresso em log UFC/mL™.

2.3 Resisténcia a presenca de sais de bile

Foi realizada de acordo com Argyri, et al. (2012), com a cultura EF137V ap6s 18
horas de crescimento em caldo MRS, ajustada para 108 UFC/mL. A cultura foi centrifugada
(10.000 xg, 5 minutos, 4°C), lavada duas vezes com tampé&o fosfato salino (PBS 1M) (pH
7,2), ressuspendida em solugdo PBS ajustado para pH 8,0, contendo 0,5% (peso/volume) de
sais de bile (Himedia®), incubagéo a 37°C por 0, 2 e 4 horas, A resisténcia e a viabilidade da
col6nia foi analisada pelo crescimento em MRS agar a 37°C por 24h.O experimento foi

realizado em duplicata. O nimero de células viaveis foi expresso em log UFC/mL™.

2.4 Adesao microbiana a solventes (MATS)

A EF137V foi testada quanto a ades&o intercelular em solvente descrito por Kos, et al.

(2003) como um experimento capaz de simular a capacidade de adeséo celular in vitro.
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A EF137V foi inoculada em caldo MRS, retirada na fase estacionaria com
aproximadamente 108 UFC/mL e centrifugada a 5.000 xg por 15 min. As células obtidas
foram lavadas duas vezes com PBS 1M (7,2), e ressuspendidas com KNO3z (pH 6,2), e a
absorbancia da suspensao celular foi mensurada a 600 nm (Ao). Em seguida, adicionou-se 1
mL do solvente xilol (Vetec Ltda.) para 3 mL da suspenséo celular. Apds 10 minutos de pré-
incubacdo a temperatura ambiente, as duas fases foram removidas por agitacdo em vortex por
2 minutos. A fase aquosa foi removida depois de 20 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente e a absorbancia de 600 nm (A1) foi mensurada. O calculo da porcentagem da adeséo

da bactéria ao solvente foi:

Eq. (1): MATS: (1-A1/Ao) X 100

Neste teste, 0 microrganismo que apresentam adesdo ao solvente acima de 70% séo
classificados como alta, entre 50 e 70% classificados como moderada, e abaixo de 50% séo
classificados como baixa hidrofobicidade. A alta hidrofobicidade tem sido sugerido como
indicador para boa capacidade adesiva (Rosenberg, Gutnick & Rosenberg, 1980). Os

resultados obtidos foram as médias das triplicatas.

2.5 Adesao de BAL as células epiteliais in vitro

A adesdo da EF137V as células epiteliais in vitro foi realizada em células obtidas a
partir do intestino delgado de camundongos da linhagem Swiss albino de acordo com a
metodologia descrita por Alwan, et al. (1998) e sob autorizacdo do Comité de Etica no Uso
Animal — CEUA (licenca ceua-ufpe: 23076.017009/2012-13). Onde, cortes de tecido
intestinal com aproximadamente 7 cm foram retirados através de cirurgia, fendas foram
abertas para a lavagem da parte interna das sec¢des com PBS 1M (pH 7,2) frio, a seguir esses
pedacos de tecido foram incubados a 37 °C em PBS 1M contendo EDTA 10 mM sob agitacéo
(15 rpm — em média). Apds 20 minutos de incubacéo, as sec¢des foram lavadas novamente
em PBS para remocdo do EDTA. As células epiteliais foram desalojadas esfregando as
amostras do intestino com um émbolo de seringa estéril. O sobrenadante rico em célula
epitelial foi drenado para outro tubo e lavado duas vezes com PBS. Os enterdcitos recolhidos
foram ressuspensos em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®), suplementado com 10% de soro
bovino fetal (Sigma-Aldrich®) e 10% de glicerol. Em seguida, as células foram estocadas a -

80°C até a sua utilizacdo para andlise da capacidade de adesdo das BAL.
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A metodologia de avaliacdo da capacidade adesiva da bactéria EF137V as celulas
epiteliais foi conforme Alwan, et al. (1998) e Laheinen, et al. (2010). Onde, 1 mL da cultura
da bactéria (1,0 x 108 UFC/mL) foi homogeneizada com 1 mL de células epiteliais (10°
células/mL), obtidas como descrito acima. Em seguida, foram incubadas por 60 minutos a
37°C. Apos incubacdo, as células foram centrifugadas a 100 xg por 10 minutos; lavadas duas
vezes para remocdo de bactérias ndo aderidas e ressuspensas em 5 mL de PBS (pH 7,2). A
seguir foram centrifugadas a 100 xg por 10 minutos com a finalidade de preparar as ldaminas
de microscopio utilizando 500 pL da suspensdo. As laminas foram secas a temperatura
ambiente, sendo posteriormente coradas através da coloracdo de Gram para leitura em
microscopia Optica com ampliagdo de 1000x, a fim de visualizar as bactérias aderidas as

células epiteliais. A analise foi repetida trés vezes.

2.6 Avaliacdo da atividade antagonista

A EF137V foi selecionada para a determinagédo do efeito contra os agentes indicadores
Campylobacter jejuni 1AL e Campylobacter coli ATCC 33291. As bactérias indicadoras
testadas foram cultivadas em caldo infusdo cérebro coracdo (BHI) e incubada a 42°C por 48
horas em condi¢Bes microaerofilia, ajustadas para uma concentragdo de 10 UFC/mL.

Para o cultivo da EF137V foi utilizado o caldo MRS, incubando-se a 37 °C por 24h.
Apbs o crescimento, SuL do cultivo foi colocado sob a superficie de discos de papel
esterilizados em uma placa de Petri contendo dgar MRS, e incubados a 37°C, durante 24
horas. A seguir, 3,5mL de &gar semissélido contendo as bactérias Campylobacter jejuni IAL e
C. coli ATCC 33291 recém-cultivadas em caldo BHI foi adicionado as placas previamente
cultivadas com a EF137V. Estas foram incubadas a 37°C, durante 48 horas, sob observacao a
cada 24 horas. As zonas de inibi¢cdo em torno dos discos de papel foram registradas conforme

as metodologias de Guedes Neto, et al. (2005) e Thirabunyanon & Thongwittaya (2012).

2.7 Teste de resisténcia a antibiéticos

O teste de resisténcia a antibidticos foi realizado de acordo com as normas do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003) utilizando a metodologia de disco-difusdo. A
concentracgdo celular da EF137V foi ajustada para uma concentragio de 102 UFC/mL. Os
discos de antibioticos utilizados foram Rifampicina (RIF) 5 ug, Tetraciclina (TET) 30 ug,
Penicilina (PEN) 10U, Ciprofloxacin (CIP) 5 pg, Estreptomicina (EST) 10 pg, Cefalexina
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(CEF) 30 pg, Ampicilina (AMP) 10 pg e Gentamicina (GEN) 10 pg. As distancias entre um
disco e outro foi de aproximadamente 30mm, impedindo a superposi¢do dos halos de
inibic&o.

Apds 24 horas de incubacdo, as placas foram examinadas a fim de verificar o
crescimento. Os didmetros dos halos de inibicdo foram analisados de acordo com os critérios
de interpretacdo preconizados pelo CLSI (2003).

2.8 Isolamento do posbidtico

Para o fim de isolar o posbiotico, a partir do processo de produgdo pelo crescimento
microbiano da EF137V, a amostra foi centrifugada a 6.500 rpm por 20 minutos a 4 °C. O
sobrenadante livre de células foi ajustado para o pH 6,0 com 6M de NaOH para prevenir 0
efeito inibitorio do &cido latico e tratado termicamente a 80 °C, em banho de ebuli¢do por 10
min. Em seguida, os posbioticos foram precipitados com saturacdo de 0%-60% de sulfato de
amonio. O precipitado foi ressuspendido em 20 ml de acetato de aménio (25 Mm, pH 6,5)
(Todorov & Dicks, 2005; Todorov, et al., 2010). Para o fim da caracterizacdo, o nivel da
atividade antimicrobiana foi determinado pelo teste contra Campylobacter jejuni IAL e C.
coli ATCC 33291.

2.9 Avaliacao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi determinada através do método da Concentracdo
Minima Inibitoria (CMI) contra Campylobacter jejuni 1AL e C. coli ATCC 33291, segundo
NCCLS (2013). Cada suspensao foi realizada em duplicata, com repeti¢cdes para contraprovas,
utilizando o meio caldo Muller Hinton. Em seguida, o posbidtico foi adicionado em placas de
96 pogos, numa concentragcdo de 500, 250, 125, 100, 62.5, 50, 31.25, 25, 15.25, 12.5 e 6.25
mg/mL.

Apos incubacdo a 37 °C por 24 horas, as placas foram submetidas a leitura em
espectrofotdbmetro numa densidade Optica de 595 nm. As percentagens de inibicdo do
crescimento em diferentes concentraces de posbidtico para cada microrganismo foram
calculadas de acordo com Gudifia, et al. (2010), como:

Eq. (2): Inibicdo de crescimento: [1- (Ac/Ao)] x 100

10
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Onde, Ac representa a absorbéncia do po¢co com uma concentracao de posbiético e A0
a absorbancia do pogo de controle (sem posbidtico). O resultado representa a porcentagem de
células microbianas que a substancia testada foi capaz de inibir em 90%.

Para confirmacéo dos achados quantitativos, foram realizadas leituras com o revelador
Resazurin na concentragdo de 100 pg/mL, em que 30uL foram adicionados em cada poco da
microplaca com o CMI. Apds 2 horas de incubacéo em cadmara escura foi avaliada a auséncia
do crescimento microbiano, representado pela cor azul e a presenca do crescimento, pela cor

rosa (Palomino, et al., 2002).

2.10 Identificacdo molecular

A identificacdo molecular da EF137V foi realizada no Laboratério STABVIDA, Ltda.
Portugal. A bacteria foi submetida aos seguintes procedimentos: a) Purificacdo de DNA de
cultura de células armazenadas em FTA™ Indicador Micro Card; b) Amplificagdo por PCR
de um segmento dol6S rDNA contendo genes das regifes variaveis V1 to V9; c)
Sequenciamento de DNA Sanger (sentido e anti-sentido) dos produtos amplificados; d)
Alinhamento de sequéncias para gerar a sequéncia de consenso; e €) BLAST da sequéncia de

consenso através do banco de dados no NCBI.

3. Resultados

3.1 Identificagdo molecular

Para uma melhor identificacdo do micro-organismo isolado e caracterizado
parcialmente quanto ao desempenho dos seus critérios de funcionalidade para probioticos e
PVBs, a bactéria EF137V, que obtive bons desempenhos nas atividades, foi submetida a
identificacdo molecular. As espécies sugeridas de cada sequéncia de consenso BLASTed
contra base de dados de nucleotideos NCBI evidenciaram 99% de identificagdo para
Enterococcus faecium. As sequéncias obtidas a partir do sequenciamento estdo exibidas na
Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncias obtidas a partir de dados gerados por sequenciamento da bactéria
EF137V.

Microrganismo Sequéncias de bases do DNA

Enterococcus faec | um EF137V CAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTC
CACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATA
ACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTT
CGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCA
CGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGAC
GGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTC
AACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG
TGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT
ACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCC
TTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGGAAGTACAACGAGTYGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTC
GGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGT
GAGGTAA

Fonte: Os autores.

3.2 Resisténcia a valores de pH baixo e a presenca de sais biliares

A sobrevivéncia da EF137V foi estudada simulando as condigdes do trato
gastrointestinal quanto ao pH baixo e a presenca de sais biliares, e os resultados estdo
apresentados na Tabela 2. Observa-se que o pH 2,5, o que simula as condi¢fes acidas do
estdbmago, reduziu o namero de células viaveis do microrganismo. Um resultado esperado, ja
gue nesse pH existe naturalmente uma dificuldade da maioria das bactérias em se manter
viaveis. A EF137V apresentou crescimento maior que 3 log UFC/mL de viabilidade na
contagem apds 1 hora de exposicdo a acidez, representado por 2,1 x 10° UFC/mL, com
populacao final de 2,7 log UFC/mL até 3 horas de exposi¢do nas mesmas condicoes.

A mesma cultura submetida ao estresse acido estomacal simulado foi avaliada quanto
ao crescimento na presenca de sais de bile, caracterizando um ambiente intestinal. A
populacdo da EF137V foi mantida até o final de 4 horas de exposicdo com reducdo
insignificante das contagens viaveis, registrando 6,3 log UFC/mL, o equivalente a 2,0 x 10°
UFC/mL. Assim, podemos concluir que a EF137V também exibiu eficiéncia na sobrevivéncia
as condigdes simuladas do intestino.
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Tabela 2. Efeito simulado das condig¢Bes do suco gastrico simulado em pH 2,5 e intestino em
pH 8,0 (ajustado com 0,5% de sais de bile) sobre viabilidade da EF137V durante a incubagéo
de 0 a 4 horas.

Microrganismo Contagem final
Log UFC/mL™!
Oh 1h 2h 3h 4h

EF137V 2,707 -530™ 33@G 500 270G 630

* (G) Efeito simulado das condigdes do suco gastrico
** (1) Efeito simulado das condi¢Ges do intestino
Fonte: Os autores.

3.3 Adesd@o microbiana a solventes (MATS) e as células epiteliais

A bactéria EF137V apresentou aderéncia a superficie das células epiteliais, como
mostra a Figura 1. Tal resultado corrobora com a adesdo ao solvente em que a EF137V

apresentou 51,95% de moderada adesividade.

Figura 1. Andlise de microscopia éptica (A- 40x; B- 100x) da adesdo in vitro da EF137V as
celulas epiteliais extraidas do intestino delgado de camundongos da linhagem Swiss albino

coradas com Gram.

Fonte: Os autores.
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3.4 Potencial antagbnico

Os resultados mostraram o efeito antagonista da EF137V contra 0os microrganismos
Campylobacter jejuni IAL e C. coli ATCC 33291, sendo positiva apresentando halos de
inibicdo de 8,2 e 6,7 mm, respectivamente.

3.5 Avaliacéo da resisténcia a antibidticos

No presente estudo, a EF137V analisada apresentou sensibilidade para a maioria dos
antibioticos testados de acordo com a Tabela 3. A EF137V resistiu a acdo do Penicilina 10U,
Estreptomicina 10ug e Gentamicina 10ug.

Tabela 3. Diametro do halo da sensibilidade ou resisténcia a antibioticos de EF137V.

Microrganismo Antibioticos
Diametro do halo (mm)
RIF TET PEN CIP EST CEF AMP GEN
5ug 30pg 10U 5pg 10pg 30pg 10pg 10 pg

EF137V | I R | R S S R

RIF, Rifampicina; TET, Tetraciclina; PEN, Penicilina; CIP, Ciprofloxacin; EST, Estreptomicina; CEF,
Cefalexina; AMP, Ampicilina; GEN, Gentamicina. S=Sensivel; I=Intermediario; R=Resistente.
Fonte: Os autores.

3.6 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do posbiotico produzido pela bactéria EF137V apresentou
capacidade de inibir o crescimento das cepas de referéncia de C. jejuni e C. coli entre 90 a
100% nas concentragdes entre 500 mg/mL a 25 mg/mL, como mostra a Figura 2, mostrando-
se eficaz no controle destes microrganismos indicadores de patogenicidade e importantes nas
infecgBes do trato gastrointestinal. Os dados qualitativos utilizados com o revelador quimico

Resazurin pode confirmar os achados quantitativos.
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Figura 2. Inibicdo do crescimento dos micro-organismos indicadores Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli frente ao posbiético produzido por EF137V.

100

920
80
70
60
50
& Campylobacter jejuni
40 B Campylo bacter coli
30

20

Inibicio do crescimento microbiane (%)

10

0
500 250 125 100 625 50 31,25 25 125 6,25

Concentracio(mg/mL)
Fonte: Os autores.

4. Discussao

De acordo com os critérios funcionais para produtos vivos bioterapéuticos a EF137V
pode estar a caminho das especificagbes de um produto com viabilidade terapéutica,
igualmente as suas funcionalidades probidticas, uma vez que apresenta requisitos necessarios
para acdo e manutencdo, conforme os testes in vitro puderam evidenciar e descritos nas
Tabelas 1, 2 e 3, bem como nas Figuras 1 e 2.

O ensaio de sobrevivéncia sob condi¢des adversas do trato gastrointestinal em que a
EF137V foi submetida se destaca devido ao seu potencial para elucidar um possivel
comportamento bacteriano nas condigbes &cidas e na presenca dos sais de bile
(Maragkoudakis, et al., 2006).

Aproximadamente 2,5 litros de suco géstrico e 1 litro de bile sdo secretados dentro do
trato digestivo humano todos os dias. Portanto, é essencial que as bactérias tenham um
sistema de protecdo para suportar o baixo pH do estdmago, ou seja, devem ser tolerantes ao
pH 3 ou, pelo menos, tolerantes ao pH 4 — que é o pH da camada de muco gastrico (Garcia, et
al., 2017) — e depois as enzimas digestivas e aos sais biliares no intestino delgado devendo
chegar integras até o final do percurso (Argyri, et al., 2012).

A bactéria EF137V avaliada neste estudo apresentou resisténcia adequada de acordo
com a literatura entre 3 — 8 log UFC/mL (Das, Khowala & Biswas, 2016; Santos, et al., 2016;
Abushelaibi, et al., 2017; Plessas, et al., 2017). Tal comportamento sdo propriedades
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desejaveis em espécies bacterianas para serem consideradas como um PVB ou probiético
devido as condicBes de estresse encontradas no trato gastrointestinal. Com referéncia aos
dados encontrados nas Tabelas 1 e 2 a EF137V mostra-se vidvel para colonizar a regido do
estdmago e intestino a fim de exercer o seu papel bioldgico.

Além da resisténcia ao pH baixo, outro pré-requisito importante é a adesividade da
EF137V as células epiteliais do intestino para que ocorra uma colonizacdo temporaria de
cepas no trato gastrointestinal — impedindo a sua eliminacdo imediata pelos movimentos
peristalticos e proporcionando uma vantagem competitiva neste ecossistema (Kos, et al.,
2003), o que impedira o crescimento patoldgico de microrganismos capazes de causar
doencgas incapacitantes, como a Campylobacter jejuni e Campylobacter coli. Entretanto, o
conhecimento sobre os processos de adesdo ao epitélio intestinal é escasso, apesar do
desenvolvimento de varios métodos de reconhecimento das propriedades hidrofébicas de
microrganismos (Krasowska & Sigler, 2014). A cepa analisada EF137V apresentou resultados
satisfatorio quanto a sua atividade adesiva, apresentando >50% de adesdo ao solvente.

A mesma bactéria aderiu de forma variada as celulas epiteliais de intestino de
camundongo. A adesdo a mucosa intestinal com células in vitro, tem sido considerada uma
ferramenta no rastreio de pré-requisitos para avaliar as propriedades adesivas de novas
bactérias com potencial acdo bioldgica (Chen, et al., 2014). Lactobacillus com mais de 15
células aderidas por célula epitelial foram consideradas positivas no estudo de Kumar &
Kumar (2015). Resultados semelhantes foram obtidos no presente trabalho, a EF137V
demonstrou propriedades de aderéncia compardveis as bactérias Lactobacillus e
Bifidobacterium. Portanto, tal efeito é uma caracteristica importante que pode direcionar a
EF137V positivamente aos critérios de selecdo quanto a um produto vivo bioterapéuticos,
como também para um possivel uso probiotico.

Em relacdo a resisténcia aos antimicrobianos, sabe-se que sdo uma das principais
ferramentas utilizadas pela industria médica para combater patdgenos (Thirabunyanon, et al.
2013). A EF137V mostrou-se susceptivel a maioria dos antibidticos avaliados, embora
resistente para Estreptomicina e Gentamicina. Argyri, et al., (2012) sugerem um determinado
cuidado ao fazer uso de bactérias resistentes aos antibidticos especificos, pois podem
transferir resisténcia para agentes patogénicos intestinais.

E possivel que a EF137V apresente resisténcia intrinseca aos antibiGticos
aminoglicosideos testados — 0 que ndo prejudicaria o hospedeiro ao fazer uso da mesma —
sendo benéfica no sentido de minimizar os efeitos adversos que os antibidticos podem

apresentar contra a microbiota intestinal, como mostram os estudos de Coppola, et al. (2005),
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Argyri, et al. (2012), Monteagudo-Mera, et al. (2012) e Morrow, et al. (2012) com cepas de
Lactobacillus.

No estudo de Santos, et al., (2020), no qual foi analisado o genoma completo
(cromossomo e plasmideos), genes de resisténcia a vancomicina (vanA e vanB) e tetraciclina
estavam presentes apenas em cepas de Enterococcus faecium em isolados hospitalar e
relacionados a complicagdes clinicas. A EF137V, em contrapartida, apresentou apenas genes
de resisténcia a antibioticos intrinsecos das bactérias lacteas.

E importante salientar que a bactéria EF137V foi isolada de queijo de Coalho artesanal
e, provavelmente, ndo apresenta patogenicidade, diferentemente de Enterococcus faecium de
origem nosocomial, como destaca o trabalho de Santos, et al. (2020). No estudo de Goh &
Philip (2015) a cepa Enterococcus faecium isolada de leite fermentado mostrou que a
sequéncia do genoma da bactéria confirmou que a cepa ndo possuia fator de viruléncia
significativo e ndo era resistente a vancomicina — 0 que a tornava segura para ser utilizada
como produto bioterapéutico — assim como os metabdlitos de sua fermentacéo.

Estudos revelam a utilizacdo de espécies de Enterococcus como culturas protetoras,
por produzirem varias substancias antagonistas que agem no controle ou na inibicdo do
desenvolvimento de diversos microrganismos patogénicos (Giraffa, 2002). A capacidade
antagonista desse tipo de microrganismo deve-se a producdo de compostos formados em
pequenas quantidades a partir do catabolismo celular, como os &cidos organicos (acido
lactico), peroxido de hidrogénio, dioxido de carbono, diacetil, acetaldeido e substancias
antimicrobianas de natureza proteica (Naidu, et al., 1999).

Contudo, a atividade antagonista da Enterococcus frente a micro-organismos
patogénicos ird variar de acordo com a espécie trabalhada e com a espécie do patdégeno. No
presente estudo, a utilizacdo de um cultivo Enterococcus faecium EF137V foi capaz de inibir
o crescimento de C. jejuni e C. coli, com a formacéo de halos de inibicao de 8,2 e 6,7mm.

Chaveerach, et. al. (2004) isolando cepas de Enterococcus spp. de produtos lacteos
(queijo), sem diferenciacdo de espécie, ndo obtiveram efeito algum ao testar a atividade
antagonista frente a cepas de Campylobacter. Contudo, a mesma equipe ao isolar cepas de
Enterococcus da microbiota de galinhas adultas saudaveis obtiveram inibi¢do no crescimento
de C. jejuni e C.coli. Os halos de inibicdo obtidos e mensurados para espécies de
Campylobacter variaram entre 6,5 mm e 10 mm, logo, a mensuracdo dos halos do presente
estudo, confluem com o intervalo obtido pelos autores.

O uso de produtos bacterianos ou metabdlitos continua sendo uma opgéo terapéutica

importante, ainda que amplamente inexplorada, para prevenir diversas doencas (Patel &
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Denning, 2013). Os poshidticos, também conhecido como metabidticos, biogénicos, ou
simplesmente metabdlitos/sobrenadante livre de células; refere-se a fatores soltveis (produtos
ou subprodutos metabolicos) secretados por bactérias vivas ou liberados apos a lise
bacteriana. Esses subprodutos oferecem beneficios fisiologicos ao hospedeiro, fornecendo
bioatividade adicional (Aguilar-taold, et al., 2018); evitando o risco de administrar micro-
organismos vivos em individuos com barreiras intestinais imaturas ou defesas imunoldgicas
debilitadas podendo ser usado como um substituto terapéutico mais controlavel e seguro
(Patel & Denning, 2013).

Os posbioticos apresentam atividade antimicrobiana que pode ser atribuida a presenca
de varios compostos antimicrobianos com propriedades bacteriostaticas ou bactericidas contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Kareem, et al., 2014). Neste estudo o posbiotico
isolado da EF137V inibiu o desenvolvimento das cepas de C. coli e C. jejuni exibindo
eficdcia frente a concentracBes distintas, como mostra a Figura 2. O posbidtico na
concentracdo de 500 a 25mg/ml exibiu uma diferenca em sua eficécia inferior a 8%, logo, a
sua administracdo na concentracdo minima de 25mg/ml ja exibe efeito inibitorio similar as

concentracdes elevadas também testadas.

5. Considerac0es Finais

Enterococcus faecium EF137V € promissora a pertencer ao grupo dos produtos vivos
bioterapéuticos e probioticos, por apresentar importante eficacia antimicrobiana contra
Campylobacter jejuni e coli em teste in vitro, portanto, pode vir a ser uma alternativa para a
seguridade na industria de alimentos no controle da populacdo de Campylobacter em intestino
de frangos de corte e, na industria farmacéutica, no combate a infecgfes intestinais causadas
pelos patogenos. A EF137V se destaca por seu amplo potencial em futuras aplicaces
biotecnoldgicas, nutracéuticas e farmacoldgicas, entretanto, vale salientar que estudos in vivo
sd0 necessarios. Caracterizando-se como uma fase importante e determinante para evidenciar
os efeitos da cepa bacteriana testada a nivel fisioldgico e sistémico, o que diferencia do estudo
in vitro, em que as andlises sdo controladas e particionadas, mas que sdo base para o
seguimento de novos testes de carater in vivo, sendo necessarias a fim de otimizar tempo,
custos e garantir o bem estar animal.
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