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RESUMO

Bactérias é&cido-lacticas (BALs) sdo microrganismos de grande
importancia para a industria de alimentos, visto que estdo geralmente associados a
atividade funcional, como culturas potencialmente probidticas ou starters. O
crescente interesse por alimentos funcionais faz com que se busquem novas
linhagens com tal potencial. Concomitantemente, a produc¢do bubalina no Brasil vem
aumentando significativamente nas ultimas décadas, bem como o consumo de
derivados do leite de bufala; entretanto ha uma escassez de informacdo sobre o
potencial probiéticos de BALs provenientes do leite desses animais. Portanto, neste
trabalho, a diversidade de BALs em amostras de leite cru de bafala de dois laticinios
gauchos foi avaliada por cultivo seguido de MALDI-TOF/MS e sequenciamento
parcial do gene 16S rDNA. Onze isolados foram selecionados como possiveis
candidatos a probidtico, e a inocuidade dos mesmos foi analisada através da
avaliacdo de atividade hidrolitica, susceptibilidade a antimicrobianos por disco
difusdo, e presenca de genes de viruléncia por reacbes em cadeia da polimerase
(PCR). Tais testes permitiram a identificacdo de seis cepas in6cuas. Destas, dois
isolados — L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei LB6.4 —, foram selecionados para
avaliacdo do seu potencial probidtico em testes in vitro, para determinacdo de sua
capacidade de adesdo, agregacdo e tolerancia as condi¢cbes adversas do trato
gastrintestinal (TGI). Ambas as cepas demonstraram caracteristicas que sugerem
seu potencial probidtico. Além disso, foi possivel determinar o efeito do estresse
acido na expressdo de genes alvo de L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei LB6.4,
para melhor compreender a resposta transcricional destas bactérias frente as

condi¢cBes adversas do TGl humano.
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ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are important microorganisms for the food
industry, as they are generally associated with functional activity, such as probiotic
and stater cultures. The crescent interest for functional food has led industry to
search for novel probiotic candidates. Meanwhile, buffalo production is growing
significantly for the last decades in Brazil, as well as bubaline milk and derivatives
consumption; however there is still a gap on probiotic potential of LAB isolated from
raw buffalo milk. Therefore, we analyzed the LAB diversity in fresh milk samples from
two dairy industries by culture followed by MALDI-TOF/MS and partial 16S rDNA
sequencing. We selected 11 strains as probiotic candidates. An innocuity
assessment was performed by hidrolytic activity tests, susceptibility to antibiotics by
disc diffusion method, and presence of virulence factors by polymerase chain
reactions (PCR) assay. This screening allowed the identification of six innocuous
strains, and two with advantageous features were selected for further probiotic
potential analyses: L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei LB6.4. Their adhesion and
aggregation abilities were assessed, as well as their tolerance to the conditions of the
gastrointestinal tract. Both demonstrated features that suggest their probiotic
potential. Furthermore, the relative expression of target genes in acid stress was
analyzed, so we can better understand the transcriptional response of those isolates

to the human gastrinstestinal conditions.
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1. INTRODUCAO

O leite bubalino é um produto alimentar altamente nutritivo, possuindo
elevado teor de gordura, proteinas e minerais em sua composicdo, tendo portanto
um maior rendimento na producdo de derivados. Além disso, sua producdo vem
aumentando ao longo das Ultimas décadas e atraindo um crescente nicho de
mercado. No entanto, a despeito do maior interesse comercial, este ainda é um
produto pouco explorado quanto a suas propriedades probidticas.

O potencial probidtico de um alimento esta relacionado com a presenca de
microrganismos, tais como bactérias acido-lacticas (BALs). Tais bactérias sao
amplamente estudadas, porém ensaios especificos Ssao necessarios para
determinacdo de seu potencial de tolerancia ao trato gastrintestinal (TGI) para que
cheguem a microbiota do hospedeiro e desempenhem suas fungdes como
probidticos. De modo geral, bactérias probioticas estimulam o sistema imunoldgico,
reduzem os niveis de colesterol total e de lipoproteinas plasmaticas de baixa
densidade (LDL), corroboram para digestdo de proteinas, e aumentam a absorcao
de vitaminas e minerais. Estes beneficios fazem com que a industria de alimentos
explore cada vez mais 0 potencial probiético de microrganismos. Ademais,
atualmente a populacdo mundial busca por um estilo de vida mais saudavel, o que
aumenta a procura por alimentos com propriedades funcionais que beneficiem sua
saude e melhorem sua qualidade de vida.

Portanto, avaliar a presenca de BALs e seu potencial probiético em leite
bubalino é extremamente relevante, visto que se trata de um produto pouco
explorado neste sentido. Dito isso, o presente estudo buscou expandir os
conhecimentos quanto a diversidade de BALs em leite de bufala, identificando e

caracterizando tais bactérias quanto a seu potencial probiotico.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar e caracterizar a diversidade de bactérias acido-lacticas isoladas
de amostras de leite bubalino cru de dois laticinios de Glorinha e Cassino — RS,
visando a prospeccao de isolados com potencial probiético.

2.2  Objetivos Especificos

2.2.1 ldentificar os géneros e espécies de bactérias previamente isoladas de
amostras de leite bubalino cru;

2.2.2 Avaliar in vitro o potencial probiotico de isolados selecionados, considerando
sua inocuidade, capacidade de adesdo e agregacdo, e tolerancia as
condicdes do trato gastrintestinal,

2.2.3 Determinar os niveis de expressao relativa de genes de interesse, em
condi¢cbes que mimetizam o TGl humano, como exposi¢cdo a pH acido e

presenca de sais biliares.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Leite bubalino: caracteristicas e contexto microbiolégico
No Brasil, a producdo de bufalos teve inicio na década de 1990, em
pequenas e médias propriedades rurais, e desde entdo os produtos de origem
bubalina vém ganhando espaco no mercado e despertando o interesse de
produtores, pesquisadores, nutricionistas, e da populacdo em geral (Neto et al.
2005). Atualmente, o rebanho brasileiro € o maior do Ocidente, totalizando
aproximadamente trés milhdes de animais, e estando principalmente localizado na
regido norte do pais (ABCB, 2019).
Quando comparado a outros tipos de leite, como o de vaca, o leite bubalino
€ uma opc¢ao mais nutritiva, tendo elevado teor de vitaminas (A, D e B2), proteinas e
minerais, bem como baixo indice de colesterol (Amaral et al. 2005; Andrade et al.
2011). Além disso, possui alto teor de lactose, solidos totais e gordura (Andrade et
al. 2009). As caracteristicas fisico-quimicas do leite bubalino variam de acordo com
a raca do animal, sua alimentacdo e com seu periodo de lactacdo (Teixeira et al.
2005). Em geral, o leite de bufala apresenta densidade de 1,025 a 1,047 g/mL,
acidez de 14° a 20° D, elevado teor de proteinas, (principalmente caseina), solidos
totais de 15,64 a 17,95 %, e sais minerais de 0,79 a 0,83 % (principalmente calcio).
Tais caracteristicas tornam o leite bubalino uma matéria-prima ideal para a producao
de diversos derivados, como requeijao, ricota, queijo quark, queijo azul e mozzarella.
Além disso, a partir do leite € possivel isolar microrganismos funcionais
gue podem ser empregados como culturas probidticas ou starters, capazes de
acelerar o processo fermentativo, podendo ser utilizadas na producéo de derivados,
como manteiga, iogurte, queijo, doce de leite e bebidas lacteas (Capitani et al.
2014). Diversas pesquisas envolvendo a identificacdo e caracterizacdo de novos
microrganismos com potencial probidtico em amostras de leite vem sendo
desenvolvidas (Liu et al. 2013; Guan et al. 2017; Pellegrino et al. 2019). Tais
pesquisas tém como principal objeto de estudo o leite bovino, enquanto que estudos
com leite bubalino ainda permanecem escassos. Portanto, investigar o leite de
bafala por uma abordagem microbiolégica é essencial para melhor entender o

potencial de aplicagdo dos microrganismos presentes.



3.2 Microrganismos probioticos e seus beneficios

A Organizacao das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagéo (FAO)
define probidticos como sendo 0s microrganismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem beneficios para a satde do hospedeiro (FAO,
2016). Tais beneficios vém sendo cada vez mais estudados e estdo relacionados
principalmente & manutencdo da microbiota intestinal.

BALs sao fortemente estudadas como microrganismos com potencial
probidtico, por demonstrarem tolerancia as condicbes do TGl e por realizarem
fermentacdo latica, gerando &cido latico como principal produto (Jeronymo-Ceneviva
et al. 2014). Estas bactérias sdo classificadas como Gram-positivas e catalase
negativas, tendo caracteristicas morfoldgicas de cocos ou bacilos (Wood e Holzapfel
1995), e estando geralmente associadas a plantas, carnes, leite e seus derivados
(Silva et al. 2015), e sendo também encontradas na microbiota natural de mamiferos
(Heeney et al. 2016). Estas bactérias tém como pH 6timo de crescimento de 4,0 a
4,5 e sdo mesodfilas ou termdfilas, tendo temperatura otima entre 30 a 42 °C,
respectivamente (Sabo et al. 2014). BALs séo frequentemente aplicadas na industria
de alimentos, uma vez que podem desempenhar propriedades tecnolégicas, como
cepas starters capazes de atuar na fermentacdo de alimentos e contribuir para as
propriedades organolépticas dos produtos gerados, bem como funcionais, através
de cepas probidticas (Madera et al. 2003). Alguns dos géneros de BALs relevantes
para tal fim s&o: Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium, Tetragenococcus e
Bifidobacterium (Klein et al. 1998).

Quanto aos beneficios que estes microrganismos podem trazer ao
hospedeiro, ja foi demonstrado que os probidticos podem atuar no sistema
imunoldgico, reduzir os niveis de colesterol total e LDL, reduzir a pressao arterial,
auxiliar na digestdo de proteinas, aumentar a absor¢do de vitaminas e minerais, e
apresentar atividade anticancerigena. Estas funcfes corroboram para a aplicacéo
terapéutica destes microrganismos, como prevencdo de diarreia, doencas
urogenitais, osteoporose, alergias alimentares e doencas atépicas, bem como alivio
de constipacéo e hipercolesterolemia, controle de doencas inflamatorias intestinais e
protecdo contra cancer de coélon e bexiga (Tripathi e Giri 2014). Estas
funcionalidades fazem dos alimentos que contém probidticos alvos do interesse do

publico que busca uma vida mais saudavel e melhor qualidade de vida, o que



estimula o investimento em pesquisa na area de microbiologia de alimentos.

3.3 Avaliagao do potencial probidtico de um microrganismo

Atualmente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
reconhece como bactérias probidticas as seguintes espécies: Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus casei rhamnosus,
Lactobacillus casei defensis, Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis (incluindo a subespécie
Bifidobacterium lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium. Porém, com
0 crescente numero de pesquisas nesta area, diversos estudos vém sugerindo
potencial probiotico de outras espécies bacterianas (Amara e Shibl, 2015), como:
Lactobacillus sporogenes, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus  delbrueckii, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus lactis, Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
farciminis, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus crispatus, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium thermophilus, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium lactis, Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris, Streptococcus
salivarius, Streptococcus intermedius, Streptococcus thermophilus, Streptococcus
diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides.

O potencial probiético de um microrganismo pode ser avaliado através de
ensaios, como a capacidade de sobrevivéncia ao TGl do hospedeiro — considerando
tolerancia ao suco gastrico e sais biliares —, e a capacidade de adesdo a mucosa
intestinal (Vijaya Kumar et al. 2015). Aléem disso, para que um novo isolado seja
considerado probidtico no Brasil, a ANVISA determina que o microrganismo deva ser
avaliado quanto a sua identidade, seguranca e efeito benéfico, de acordo com a
Resolucdo RDC Anvisa n°® 241 do Ministério da Saude (2018).

De acordo com esta resolucao, a identificacdo correta do microrganismo
candidato é essencial para a avaliacdo das suas propriedades, sendo necessario
informar dados referentes a origem do isolado, bem como a identificacdo do mesmo
por mais de uma abordagem, combinando métodos fenotipicos e genotipicos
(FAOMWHO 2002). Para tanto, caracteristicas morfologicas, fisiolégicas e
bioquimicas devem ser consideradas, bem como se recomenda 0 sequenciamento
16S rDNA do isolado em analise (FAO/WHO 2006).

A segurancga do microrganismo candidato deve ser comprovada por testes



in vitro e in vivo. Considerando os testes in vitro, as analises minimas requeridas
devem demonstrar que o isolado ndo possui genes especificos de resisténcia ou
fatores de viruléncia, que possam causar danos ao hospedeiro. Além disso, é
preciso avaliar o perfil de resisténcia a antimicrobianos de importancia clinica e
determinar se trata-se de resisténcia adquirida ou intrinseca. Tal informacdo é
relevante, pois se presume que a resisténcia intrinseca apresenta potencial minimo
de disseminacédo horizontal, enquanto que genes localizados em elementos moveis
sdo mais facilmente transferidos entre microrganismos (EFSA 2012). Para isso,
recomenda-se determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) para ampicilina,
vancomicina, gentamicina, canamicina, estreptomicina, eritromicina, clindamicina,
tetraciclina, cloranfenicol e, em casos especificos, tilosina, apramicina, acido
nalidixico, sulfonamida e trimetoprim. Métodos qualitativos, como o método de disco
difusédo, geralmente ndo podem ser considerados no dossié cientifico a ser
apresentado para a ANVISA, porém pode ser usado para um screening inicial (EFSA
2012). O European Food Safety Authority (EFSA) sugere que seja requisito que
microrganismos probidticos sejam suscetiveis a pelo menos dois antimicrobianos
clinicamente relevantes, para que em caso de infeccdes haja tratamento eficaz. Por
fim, os fatores de viruléncia que sao investigados incluem presenca de toxinas e
enzimas hidroliticas, como hemolisinas e gelatinases, que podem degradar sangue e

mucosas, respectivamente, sendo, portanto deletérias para o hospedeiro.

3.4 Mecanismos envolvidos na tolerancia ao TGl

Considerando o contexto do TGI humano, ha diversos fatores que podem
afetar a viabilidade do microrganismo no decorrer do transito, tais como: o ambiente
extremamente acido do suco gastrico devido a presenca de &cido cloridrico, a
competicdo por nutrientes com outros microrganismos, bem como o ambiente
alcalino e a presenca de sais biliares no suco intestinal. Mesmo organismos
caracterizados como probidticos podem ter respostas diferentes quando expostos as
condi¢cBes adversas presentes no estdbmago, uma vez que a viabilidade celular
depende do pH do meio, tempo de exposicdo a ele e também da capacidade de
tolerancia do microrganismo. Em seguida, no intestino, o maior obstaculo para a
sobrevivéncia do microrganismo probidtico sdo os sais biliares, dependendo da
concentragdo dos mesmos e do tempo de exposicado a eles (Bezkorovainy 2001).

Apesar disso, diversos estudos in vivo demonstraram que isolados probidticos



conseguem tolerar estas condicbes e passar pelo TGI, chegando ao célon em
guantidades suficientes para modificar seu microambiente (Pochart et al. 1992;
Marteau et al. 1997).

A interagdo com as condicbes adversas do TGl exige que estes
microrganismos, assim como qualquer outra bactéria em estresse, se adaptem para
manter o funcionamento da fisiologia celular em condi¢bes de estresse e impedir
gue sejam degradadas (Gottesman 1984). Isso implica na inducdo da regulacdo
génica nestes microrganismos, gerando resposta em nivel de expressao génica.
Ademais, no contexto do transito do TGl humano, é essencial que bactérias
probidticas sejam capazes de modular seu perfil transcricional para que possam
sobreviver e competir com 0s outros microrganismos da microbiota do hospedeiro, e
consequentemente desempenhar suas fungcbes benéficas. Alguns trabalhos ja
avaliaram a resposta de BALSs frente a estresses, como estresse acido (Broadbent et
al. 2010, Wu et al. 2011) e estresse osmoético, causado pela exposi¢ao a sais biliares
(Piuri et al. 2003; Piuri et al. 2005). Tais estudos focaram principalmente na
avaliacdo do perfil de expressao de genes de interesse através de microarranjo e
expressao de proteinas frente a estas condi¢bes, determinando, portanto, as vias
metabolicas mais afetadas pela exposicao as condicbes adversas do TGI. Estas vias
estdo principalmente relacionadas a protecdo celular, modificacdo de membranas,
tolerancia a estresse e componentes centrais do metabolismo, tais como a sintese

proteica (Papadimitriu et al. 2016).



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizagao preliminar dos isolados de BALs de leite de bufala

Os 65 isolados de BALs analisados neste trabalho foram previamente
coletados a partir de amostras de leite cru de bufala proveniente de tanques de
refrigeracdo de dois laticinios localizados nos municipios de Glorinha e Cassino, Rio
Grande do Sul, entre o periodo de 2007 e 2011. Apés isolamento em meio de cultura
Man Rogosa e Sharpe (MRS) (Man et al. 1960), os isolados foram conservados em
MRS com glicerol 10 % a -20 °C, e reativados em caldo MRS através de incubacéo a
37 °C por até 48 h.

ApOs reativagdo, a caracterizacdo preliminar dos isolados foi realizada

através de coloracdo de Gram e atividade de catalase.

4.2 Identificagdo por MALDI-TOF/MS

Os 65 isolados foram identificados através da técnica de Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization — Time of Flight Mass Spectroscopy (MALDI-TOF/MS),
como descrito na literatura (Bessede et al. 2011), utilizando o método de extracéo
guimica, conforme o protocolo do fabricante. Os isolados foram cultivados em meio
MRS a 37 °C por 24 h e aproximadamente 5-10 mg de material foram utilizados
nesta analise. Este procedimento foi realizado no Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude/UFRGS pelo equipamento MALDI Bioyper 4.0 software MBT OC.

Os critérios de identificacdo empregados se basearam na literatura atual
(Bizzini et al. 2010; Neville et al. 2011). A identificacdo em nivel de género foi
considerada para valor de confianca = 1,7 e identificagdo em nivel de espécie foi

considerada para valor de confianga = 2,0.

4.3 Sequenciamento parcial do gene 16S rDNA e analise filogenética

As BALs selecionadas tiveram sua identificacdo confirmada através do
sequenciamento parcial do gene 16S rDNA, através de sequenciamento
automatizado de Sanger AB 3500 (Thermo Ficher Scientific), de acordo com o
protocolo do fabricante. O DNA genbémico dos isolados selecionados foi extraido
pela metodologia de lise rapida alcalina apés cultivo a 37 °C por 24 h, de acordo
com metodologia de Depardieu et al. 2004. O DNA foi usado como molde em
reacdes em cadeia da polimerase (PCR) empregando os oligonucleotideos 27F e

530R j& descritos na literatura (Lane 1991). As reacfes de PCR foram realizadas



utilizando 1 U Taq DNA polimerase Platinum™ (Thermo Fischer Scientific), 2 mM
dNTP, 50 mM MgCl,, tampdo 10X e 10 pmol de cada oligonucleotideo, totalizando
25 pL de reacdo. As condi¢cOes das reacdes de PCR foram: desnhaturacéo inicial a 94
°C por 5 min, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 1 min, anelamento
de oligonucleotideos a 58 °C por 1 min e extensao a 72 °C por 1 min, finalizando
com uma extensao final a 72 °C por 10 min. Os fragmentos de DNA amplificados
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1 % e enviados para
sequenciamento em empresa terceirizada. As sequéncias geradas foram analisadas
pelo software MEGA-X e BLAST (NCBI), e entdo submetidas para o banco de dados
do National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Baseado nos alinhamentos das sequéncias parciais do gene 16S rDNA
gerados pelo Clustal W, uma arvore filogenética foi construida pelo método de
Neighbor-joining (Saitou e Nei 1987) com teste bootstrap, pelo software MEGA-X.
Para isso, além das sequéncias das BALs analisadas neste trabalho, outras oito
sequéncias foram utilizadas para a construcado da arvore filogenética, sendo elas:
guatro sequéncias de BALs isoladas do ambiente no Brasil — Lactobacillus paracasei
SJRP141, Leuconostoc mesenteroides SJRP55 (Paula et al. 2015), L. rhamnosus
FT218 e Lactococcus lactis FT609 (Tulini et al. 2016) —, e quatro sequéncias de
BALs de referéncia — Lactobacillus paracasei ATCC 25302, Lactobacillus rhamnosus
NBRC 34525, Lactococcus lactis NBRC 100933 e Leuconostoc mesenteroides
ATCC 8293.

4.4  Avaliacdo dainocuidade das BALs
4.4.1 Susceptibilidade a antimicrobianos

As BALs selecionadas foram analisadas quanto a sua susceptibilidade frente
a antimicrobianos através do teste de disco difusdo (Bauer et al. 1966). A cepa
comercial Lactobacillus rhamnosus FAGRON™ também foi analisada, como
referéncia para este teste. Dez antimicrobianos foram testados, sendo eles:
clindamicina (30 pg), ceftriaxona (2 pg), cloranfenicol (30 pg), vancomicina (30 pg),
tetraciclina (30 ug), ciprofloxacina (15 ug), gentamicina (10 pg), eritromicina (15 pg),
ampicilina (10 pg) e penicilina G (10 ug).

Os isolados foram cultivados em agar MRS a 37 °C por 24 h e entéo diluidos
em salina 0,85 % NaCl até atingirem 0,5 na escala MacFarland. Em seguida, as

suspensdes bacterianas foram inoculadas na superficie de meio agar Mueller Hinton
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(MH) com o auxilio de suabes. Os discos de antibidtico foram entdo posicionados
manualmente sobre a superficie do meio de cultivo, e incubados a 37 °C por 18 a 24
h, dependendo do antimicrobiano. Os resultados foram determinados com base no
didmetro dos halos de inibicdo formados ap6s a incubacgdo, sendo classificados
como resistentes (R), parcialmente suscetiveis (PS) ou suscetiveis (S), ao
antimicrobiano testado, de acordo com os parametros estabelecidos pelo Brazilian
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCast 2019).

4.4.2 Avaliacdo da atividade hemolitica

Para avaliar a atividade hemolitica das BALs selecionadas, os isolados
foram inoculados em agar Columbia Blood Base suplementado com 5 % de sangue
de carneiro, e incubados a 37 °C por até 48 h. A atividade hemolitica foi determinada
pela formagdo ou ndo de halos ao redor das colbnias, indicando hemolise dos
eritrocitos (Maragkoudakis et al. 2006). A cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923

foi utilizada como controle positivo.

4.4.3 Avaliacao da atividade de gelatinase

Para avaliar a atividade de gelatinase das BALs selecionadas, os isolados
foram inoculados em picada em tubos contendo gelatina, e incubados a 37 °C por 24
h e entdo refrigerados a 4 °C por 20 min. A determinacdo da atividade de gelatinase
foi realizada pela visualizacdo de hidrolise ou nédo da gelatina apds resfriamento. A
presenca de meio liquefeito indica a producdo de gelatinase pelo isolado (Marra et

al. 2007). A cepa S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle positivo.

4.4.4 Presencade genes de viruléncia

As BALs selecionadas foram analisadas quanto a seu perfil de viruléncia,
baseado na deteccéo de genes de fatores de viruléncia através de reacfes de PCR.
A cepa comercial L. rhamnosus FAGRON™ também foi analisada neste ensaio. Os
genes alvo desta analise foram: ace (adesdo), sprE (serina protease), cpd
(ferombnio sexual), cylA (citolisina) agg e asal (agregacdo). Tais alvos foram
selecionados de acordo com a literatura, ja tendo sido empregados em trabalho

anterior para Lactobacillus spp. (Souza et al. 2018) (Tabela 1).
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Tabela 1. Relacéo de oligonucleotideos para analise do perfil de viruléncia das BALs
selecionadas

Alvo ID Sequéncia (5'-3") Tm (°C) Fra%%(;nto Referéncia
ace ace F GAATTGAGCAAAAGTTCAATCG
- 53 1008 Omar et al. 2003
ace R  GTCTGTCTTTTCACTTGTTTC
agg agg_F  AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC 60 1553 Eaton e Gasson
agg R AAACGGCAAGACAAGTAAATA 2001
asal asal R GCACGCTATTACGAACTATGA 5 375 Vankerckhoven et
asal R TAAGAAAGAACATCACCACGA al. 2004
YA cylA R ACTCGGGGATTGATAGGC 53 588 Vankerckhoven et
cylA R GCTGCTAAAGCTGCGCTT al. 2004
cpd cpd R TGGTGGGTTATTTTTCAATTC 53 282 Eaton eGasson
cpd R TACGGCTCTGGCTTACTA 2001
SPrE sprE_LR  TTGAGCTCCGTTCCTGCCGAAAGTCATTC
591 Lopes et al. 2006

sprE_R  TTGGTACCGATTGGGGAACCAGATTGACC
Temperatura de Melting (Tm) e pares de base (pb)

As reacbes de PCR foram realizadas utilizando 1 U Tag DNA polimerase
Platinum™ (Thermo Fischer Scientific), 2 mM dNTP, 50 mM MgCl,, tampé&o 10X e 10
pmol de cada oligonucleotideo, totalizando 25 pL de reagédo. As condicbes das
reacdes de PCR foram: desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 min, seguida de 30 ciclos
de desnaturacdo a 94 °C por 1 min, anelamento de nucleotideos por 1 min
(temperatura de acordo com a Tabela 1) e extensédo a 72 °C por 1 min, finalizando
com uma extensao final a 72 °C por 5 min. Os controles positivos para estas reacdes
foram determinados previamente na padronizacdo das reacdes, sendo: os isolados
ambientais E. faecalis 1269 para sprkE, Enterococcus faecalis Cl12 para ace,
Enterococcus faecalis M2.15 para agg, e a cepa de referéncia Enterococcus faecalis
ATCC 29212 para cpd, cylA, e asal. Os isolados ambientais utilizados como
controle positivo foram cedidos por laboratorio parceiro. Os fragmentos de DNA

amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5 %.

45 Producdo de exopolissacarideos

Para avaliar a producdo de exopolissacarideos (EPS), os isolados
selecionados foram cultivados em Ruthenium Red Milk (RRM) (Mora et al. 2002), a
37 °C por até 72 h. A coloracdo das colbnias foi verificada em 24, 48 e 72 h. O
corante vermelho de ruténio, presente no meio de cultivo, € capaz de corar de
vermelho a parede celular bacteriana de coldénias ndo-produtoras de EPS, enquanto
que colbnias produtoras mantém uma coloracdo esbranquicada (Stingele et al.

1996). A cepa comercial L. rhamnosus FAGRON™ foi usada como controle positivo.
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4.6 Avaliacdo do potencial probi6tico das BALS in vitro
4.6.1 Selegdo das BALs de interesse

Considerando o desempenho das BALs nos testes de inocuidade
empregados neste trabalho, bem como suas condi¢cbes de crescimento (tempo de
incubacao e temperatura), duas BALs foram selecionadas para seguirem em andlise
para avaliacdo do seu potencial probiotico: Lactobacillus rhamnosus LB1.5 e
Lactobacillus paracasei LB6.4. Além de in6cuos, tais isolados demonstraram atingir
ODeoo21.4, equivalente a concentragédo 102 UFC/mL, em 18 h de incubac&o a 37 °C.

4.6.2 Avaliagéo da capacidade de adeséao

Para avaliar a capacidade de adesédo das duas BALs selecionadas e da
cepa comercial L. rhamnosus FAGRON™, os isolados foram cultivados na presencga
de células Caco-2 (Todorov e Dicks 2008). Inicialmente, os isolados foram cultivados
em caldo MRS a 37 °C por 24 h e centrifugados a 10.000 rpm por 10 min, para
obtencao do precipitado de células. Foram realizadas duas lavagens com solucéo
PBS 1X (pH 7,0), para retirar qualquer residuo de meio de cultivo. Os isolados foram
entdo ressuspendidos em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), e
inoculados na concentracédo de 10® UFC/mL em placas de 96 pocos ja contendo
2x10° de células Caco-2, previamente cultivadas DMEM. As placas com o co-cultivo
foram entdo incubadas a 37 °C por 3 h. Ap0s a incubacado, foram realizadas
novamente duas lavagens com solucdo PBS 1X (pH 7,0), para retirada das células
bacterianas ndo aderidas as células Caco-2. Em seguida, foi adicionado 200 uL de
TRITON X-100 0,5 % em cada poco, e incubado a temperatura ambiente por 10 min,
para liberacdo das células bacterianas aderidas. Para avaliacdo da capacidade de
adesdo de cada isolado, foram retiradas aliquotas antes e apds o periodo de
incubacéo, para realizacdo de contagem celular por diluicdo seriada e inoculacdo em
meio Plate Count Agar (PCA). Este experimento foi realizado em duplicata biologica
e triplicata técnica.

A partir destes dados se estimou a viabilidade celular das BALs pela
diferenca entre as contagens antes a apos a incubacdo, e se estimou o namero de
células bacterianas por célula eucaribtica através da razdo entre as concentracoes

celulares, de acordo com a formula a seguir:
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. Concentracao de células bacterianas
Razao = ( = p )
Concentracao de células Caco2

Em seguida, o percentual de aderéncia foi calculado de acordo com a
formula abaixo, onde RO é a razdo antes e Rt é a razdo apos o periodo de

incubacgéo:

RO
Adesao (%) = (R_t) x 100

4.6.3 Avaliacao da capacidade de auto e coagregacao

A capacidade de agregacdo das duas BALs selecionadas e da cepa
comercial L. rhamnosus FAGRON™ foi analisada através da metodologia de Del Re
et al. (2000) com modificaces Inicialmente, os isolados foram cultivados em caldo
MRS a 37 °C por 24 h e centrifugados a 8.000 rpm por 15 min, para obtencéo do
precipitado de células. Foram realizadas duas lavagens com PBS 1X (pH 7,0), para
retirar qualquer residuo de meio de cultivo. Os precipitados foram entao
ressuspendidos em um volume de PBS 1X (pH 7,0), homogeneizados em vértex, e
incubados a temperatura ambiente por 5 h.

Para avaliar a capacidade de autoagregacdo das BALSs, os isolados foram
analisados individualmente durante o periodo de incubacdo da suspensédo celular.
Foram retiradas aliquotas de 100 pL nos tempos: inicial (tp), 1 h (t1), 2 h (t2), 3 h (t3),
4 h (t4) e 5 h (t5). Cada aliquota foi transferida para um tubo contendo 3,9 mL de PBS
1X (pH 7.0), e analisada em espectrofotdmetro Hitachi U-1100, para determinacao
da densidade 6tica a 660 nm (ODgego).

A capacidade de autoagregacao foi determinada pelo céalculo a seguir, onde

At representa a absorbancia em ty, ty, t3, t4 e ts, € AO representa o tempo inicial:

Autoagregacao (%) =1 — (%) x 100
Para determinar a capacidade de coagregacao das BALs de interesse, as
suspensdes bacterianas foram analisadas de forma associada, como mostrado na
Tabela 2. Além das BALs de interesse e da cepa comercial, também foi analisada a
capacidade de agregacdo destes isolados com cepas referéncia (Escherichia coli
ATCC 25922 e S. aureus ATCC 25923). Para isso, 2 mL de cada suspenséao celular
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foram associados em um tubo, totalizando 4 mL, homogeneizados em vortex, e
incubados a 37 °C por 5 h. A densidade otica dos isolados foi analisada em
espectrofotometro Hitachi U-1100 (ODego), N0OS tempos inicial (to) e final (ts).

Tabela 2. Combinac¢Bes para analise de capacidade de coagregacao entre as BALs
e cepas de referéncia

L. rhamnosus L. paracasei L. rhamnosus E. coli S. aureus ATCC
LB1.5 LB6.4 FAGRON™ ATCC 25922 25923
L. rhl_aénlr.lsosus X X X X
- pipacase x x x
ecRoN X X

A capacidade de coagregacéo foi expressa pelo célculo a seguir, onde Ax e
Ay representam a média das absorbancias dos microrganismos sozinhos em t=0, e

AXxy representa a absorbancia do pool de microrganismos em t=5 (Zuo et al. 2019):

(Ax + Ay) — 2 (Axy)> 100

Coagregacdo (%) = < Ix + Ay

4.6.4 Tolerancia ao trato gastrintestinal simulado

Para avaliar a tolerancia das duas BALs selecionadas as condicfes do TGl,
a viabilidade dos isolados foi determinada através de contagem celular por
microdiluicdo em trés condicdes: antes da exposicdo ao TGI, apOds exposicdo ao
suco gastrico simulado (SGS) e ap0s exposicdo ao suco intestinal simulado (SIS)
(Iraporda et al. 2019). A cepa comercial L. rhamnosus FAGRON™ também foi
analisada, bem como duas cepas de referéncia, Listeria monocytogenes ATCC 7566
e E. coli ATCC 10536, foram usadas como controle.

Os isolados foram cultivados em caldo MRS a 37 °C por 24 h e uma aliquota
de 100 uL foi separada para contagem celular antes da exposicdo a simulacdo do
TGI. Os cultivos foram centrifugados a 7.000 g por 10 min para obtencdo do
precipitado de células, e foram realizadas duas lavagens com PBS 1X (pH 7,0) para
retirada de qualquer residuo do meio de cultura. Para avaliar a tolerancia dos
isolados as condi¢des do estbmago, foi preparada a solucdo SGS (125 mM NacCl, 7
mM KCI, 45 mM NaHCOg3, pH 2,0, suplementado com 3 g/L de pepsina), com a qual

os precipitados foram ressuspendidos. Os cultivos em SGS foram entdo incubados a
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37 °C por 90 min, mimetizando as condi¢cdes do TGl humano. Apds, uma aliquota de
100 pL foi separada para contagem celular ap6s exposicdo a simulacdo do
estbmago. Em seguida, os isolados foram centrifugados a 7.000 g por 10 min para
obtencdo do precipitado de células, e novamente foram realizadas duas lavagens
com PBS 1X (pH 7,0) para retirada de qualquer residuo de SGS. Para avaliar a
tolerancia as condi¢cdes do intestino humano, foi preparada a solucdo SIS (22 mM
NaCl, 3.2 mM KClI, 7.6 mM NaHCOg3;, pH 8,0, suplementado com 0,1 % pancreatina e
0,15 % sais biliares), com a qual os precipitados foram ressuspendidos. Os cultivos
em SIS foram incubados a 37 °C por 150 min, mimetizando as condi¢bes do TGl
humano. Por fim, uma aliquota de 100 pL foi separada para contagem celular apés

exposicao a simulacéo do estbmago. Este experimento foi realizado em triplicata.

4.7 Analise da expressao relativa de genes alvo frente as condi¢des do TGI
4.7.1 Selecédo de genes alvo e desenho de oligonucleotideos

Com base na literatura, foram selecionados como alvos genes envolvidos
em rotas importantes para as BALs sobreviverem as condi¢bes do TGl humano, tais
como capacidade de adesdo e agregacao, tolerancia a pH éacido, toleréncia a sais
biliares, resposta a estresse e reparo de DNA (Kapse et al. 2019; Souza et al. 2019;
Fortina et al. 2008; Zhao et al. 2019). As sequéncias dos genes alvos de cepas de
referéncia de Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 e Lactobacillus paracasei ATCC
334 foram alinhadas através do software MEGA-X, usando ClustalW. Os
oligonucleotideos foram desenhados manualmente com base nas regies de
similaridade dos alinhamentos através do software Geneious Prime R9, e a
gualidade dos mesmos foi analisada através dos softwares Primer BLAST e Oligo
Analyzer (IDT), para confirmar sua especificidade, bem como temperatura de
anelamento (Tm) e possibilidade de formacdo de dimeros e hairpins. Os

oligonucleotideos projetados estéo relacionados na Tabela 3.
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Tabela 3. Relagdo de oligonucleotideos empregados na reacdo de RT-gPCR

< A . Tm Fragmento
Alvo Funcéo ID Sequéncia (5'-3") (°C) ?pb)

pyrG* Sintese nucleica pyrG_F TTCCGAACCAACATCACG 59 159
pyrG_R  CCCCACATCACCAACAT

tuf Sintese proteica tuf_F AGTTCTACTTCCACACCAC 60 170
tuf_R GGCACCAACAGTACGGC

argH Tolerancia a pH acido argH_F ACGCATGACTTCAGCAAT 59 146
argH_R TCGCTTAATGGCATTTCCT

fbp Adesédo/agregacao fop_F TGATGGGTCGGCACAG 60 146
fop_R TTTATCTTGCTTAGGCGG

atpD Tolerancia a pH acido atpD_F GTAGCCTTCCCAATCAATG 60 178
atpD_R  CAGTATCTTCAACCGCCAT

usp Estresse geral usp_F AAAGTCAGTTTCAGTATTGAGTA 59 161
usp_R GCGTTTCGGGTGACATATTC

gapdh Glicdlise gapdh_F TGACATCCAGGTTGTTGC 61 163
gapdh_R TTGCGGTTCTGCGTAGAC

reck Reparo de DNA reck_F GTCAATGATAAGGATGTTGC 57 171

recF_R TAAATGGGTCTGGCGA

Temperatura de Melting (Tm) e pares de base (pb).
O gene normalizador utilizado esté indicado por (*).

4.7.2 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

As duas BALs selecionadas e a cepa comercial L. rhamnosus FAGRON™
foram cultivadas a 37 °C por 24h e a simulacédo do TGl foi realizada, como descrito
previamente no item 4.6.4. A cada etapa da simulacdo, uma aliquota de 1 mL de
cultivo/suspensao bacteriana foi coletada e utilizada para a extracdo do RNA
bacteriano total, com o emprego de Trizol™ (Invitrogen), totalizando trés extracfes
por isolado: antes da simulacdo, apdés SGS e apods SIS. A qualidade do RNA
extraido foi determinada por eletroforese em gel de agarose 1 %. O material foi
guantificado e a razdo Ajeo/Azso determinada por Nanodrop. As extracdes de RNA
foram realizadas em duplicatas bioldgicas.

Posteriormente, 2 ug de cada RNA foi tratado com 70 U de DNasel (Thermo
Fischer Scientific). A reacao foi incubada a 37 °C por 30 min, e em seguida 2 L de
EDTA foi adicionado e incubado a 65 °C por 10 min, para inativacdo da enzima. Para
confirmar o tratamento e consequente auséncia de DNA nas amostras, foram
realizadas reacdes de PCR empregando os oligonucleotideos 27F (Lane 1991) e
1492R (Turner 1999). As reacbOes de PCR foram realizadas utilizando 1 U DNA
polimerase GoTaq™ (Thermo Fischer Scientific)) 2 mM dNTP, 50 mM MgCly,

tampdo 10X e 10 pmol de cada oligonucleotideo, totalizando 25 pL de reacdo. As
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condicbes das reagbes de PCR foram: desnaturacado inicial a 94 °C por 5 min,
seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 30 s, anelamento de
oligonucleotideos a 52 °C por 45 s, e extensdo a 72 °C por 80 s, finalizando com
uma extensao final a 72 °C por 10 min. O DNA da cepa comercial L. rhamnosus
FAGRON™ foi utilizado como controle positivo desta reacdo. Os resultados foram
verificados em géis de agarose 1 %. A qualidade do RNA tratado foi aferida
novamente através de Nanodrop, pela razao Azso/Azso.

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada através de reacfes de
transcricao reversa (RT) para cada RNA extraido. Para cada reacdo, com volume
final de 20 uL, foi utilizada 500 ng de RNA total, 150 ng de primer randémico e 10
mM de dNTPs, incubados a 65 °C por 5 min e imediatamente incubado no gelo, para
evitar a formagao de estruturas secundarias no RNA. Posteriormente, foi adicionado
5 X Tampéo First Strand, e 0,1 M de DTT. Foi adicionado 200 U da enzima MMLV-
RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) (Invitrogen), e
incubadas a 25 °C por 10 min, 37 °C por 50 min e 70 °C por 15 min. Os controles
negativos das reacdes de sintese foram realizados em paralelo, porém sem a adicéo
de MMLV-RT. Os cDNAs foram diluidos 1:5 com agua DEPC, totalizando 100 pL, e
armazenados a -20°C. Para confirmar a sintese de fita dupla foi realizada uma
reacdo de PCR, utilizando como molde cada cDNA sintetizado. Para estas reacdes
foram empregados os oligonucleotideos do gene gapdH (Tabela 3). As reacdes de
PCR foram realizadas utilizando 1 U Taq DNA polimerase GoTag™ (Thermo Fischer
Scientific), 2 mM dNTP, tampao 5 X e 10 pmol de cada oligonucleotideo, totalizando
25 uL de reacdo. As condicBes das reacdes de PCR foram: desnaturacao inicial a 95
°C por 2 min, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 1 min, anelamento
de nucleotideos a 60 °C por 45 s e extenséo a 72 °C por 45 s, finalizando com uma
extensdo final a 72 °C por 5 min. O DNA da cepa comercial L. rhamnosus
FAGRON™ foi utilizado como controle positivo da reacdo. Os resultados foram

verificados em géis de agarose 1 %.

4.7.3 PCR quantitativo

Os niveis de expressdo dos genes alvo foram determinados através de PCR
guantitativo em tempo real (RT-gPCR), utilizando o equipamento 7500 Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) e o sistema Platinum™ SYBR™ Green
gPCR Super Mix-UDG (Invitrogen). Cada reagao foi composta de 1 yL de cDNA



18

diluido, 10 pmol de cada oligonucleotideo, 7,5 uL de Platihnum™ SYBR™, e 1 uL do
reagente ROX (0,1 X), totalizando um volume final de 15 pyL. As condig¢des utilizadas
para amplificacdo foram: uma etapa de desnaturacao a 90 °C por 2 min, seguida de
10 min a 95 °C e 40 ciclos de 95 °C por 15 s, e 60 °C por 1 min. As rea¢0es foram
realizadas juntamente com os seguintes controles do método: reacdes sem cDNA
(NTC), como controle da placa, e reacbes com os cDNAs negativos de cada
extracdo (NRTC), como controle da RT realizada previamente. A analise foi
realizada em triplicatas técnicas.

O valor de corte (threshold) foi determinado manualmente para cada alvo, e
o célculo de expressao relativa dos mRNAs foi realizado através do método 24¢7
(LIVAK et al. 2001). Os valores de expressdo dos genes alvo foram normalizados
em relacdo ao valor de expressao do gene pyrG, que apresentou nivel de expresséo
constante nas condi¢cdes analisadas, e ja havia sido empregado como normalizador
em trabalho anterior (Landete et al. 2010). As analises estatisticas da expresséo
relativa dos genes alvo foram realizadas através do software GraphPad Prism 6,

utilizando o teste Student t pareado (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagéo e identificacdo dos isolados por MALDI-TOF/MS

Todos os 65 isolados de BALs reativados foram classificados como Gram
positivos pela metodologia de coloracdo de Gram e apresentaram morfologias de
cocos (Figura 1A) ou bacilos (Figura 1B), quando observados em microscépio.
Quanto a atividade de catalase, 63 isolados (96,9%) apresentaram o resultado

negativo para a prova de catalase (Tabela 4).

Figura 1. Microscopia 6tica de BALs ap0Os coloracdo de Gram, ilustrando as morfologias mais
encontradas nos isolados analisados. A) Morfologia de cocos encontrada no isolado Lactococcus
lactis L4A8, e B) Morfologia de bacilos encontrada no isolado Lactobacillus paracasei LB6.4.

Todos isolados foram identificados atravées de MALDI-TOF/MS, o que
permitiu a determinacdo de cinco géneros, com valor de confianca = 1,7:
Enterococcus sp., Lactobacillus sp., Lactococcus sp., Leuconostoc sp. e
Staphylococcus sp. Além disso, para identificacdo em nivel de espécie foi
considerado um cut-off de valor de confiangca = 2,0 baseado em estudos anteriores
de identificacdo de cultivos puros (Bizzini et al. 2010; Neville et al. 2011), o que
permitiu a identificacdo de 52 isolados em nove espécies: Enterococcus
casseliflavus, Enterococcus durans, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactis, Leuconostoc

mesenteroides e Staphylococcus capitis (Tabela 4).
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Tabela 4. Caracterizacéo preliminar e identificagdo por MALDI-TOF/MS dos isolados

de leite de bufala

lsolado  Morfologia Catalase MALDI-TOF/MS C\éer‘]'fi;:;a 16S rDNA feess?  Laticinio
L1A7 cocos - Enterococcus faecium 2135 ND 1
L1A8 cocos - Enterococcus sp. 1.882 ND 1
L1A14 cocos - Enterococcus faecium 2051 ND 1
L1A18 cocos - Enterococcus sp. 1.941 ND 1
L3A7 bacilos - Lactobacillus paracasei 2383 Lactobacillus sp. MK452224 1
L3A14 cocos - Enterococcus faecalis 2359 ND 1
L3A15 cocos - Enterococcus faecalis 2445 ND 1
L3A16 cocos - Enterococcus faecalis 2463 ND 1
L4A5 cocos - Enterococcus faecalis 2386 ND 1
L4A8 cocos - Lactococcus lactis 2208 Lactococcus lactis MK452222 1
L5A1 cocos - Enterococcus faecalis 2500 ND 1
L6A5 cocos - Enterococcus faecalis 2343 ND 1
L6A11 cocos - Enterococcus faecalis 2378 ND 1
L1AN18 cocos - Enterococcus sp. 1.941 ND 1
L2AN17 bacilos - Lactobacillus paracasei 2269 ND 1
L2AN23 cocos - Enterococcus faecalis 2.245 ND 1
L3AN11 cocos - Enterococcus faecium 2122 ND 1
L4AN1 cocos - Lactococcus lactis 2.342 Lactococcus lactis MK452225 1
L4AN4 cocos - Lactococcus lactis 2.025 ND 1
L4AN9 cocos - Lactococcus lactis 2193 ND 1
L4AN17 cocos - Lactococcus lactis 2.351 Lactococcus lactis MK452221 1
L5AN2 €ocos - Enterococcus faecalis 2.408 ND 1
L5AN3 €ocos - Enterococcus faecalis 2414 ND 1
L5AN11 €ocos - Enterococcus faecium 2102 ND 1
L5AN13 €ocos - Enterococcus faecalis 2.328 ND 1
L5AN14 €ocos - Enterococcus faecalis 2.464 ND 1
L6AN4 €ocos - Enterococcus faecalis 2.363 ND 1
L6AN7 €ocos - Enterococcus faecalis 2.370 ND 1
L6AN10 €ocos - Enterococcus faecalis 2.189 ND 1
M1A1l €ocos - Enterococcus faecalis 2203 ND 1
M1A3 bacilos - Lactobacillus sp. 1.952 Lactobacillus paracasei MK527228 1
M1A2 cocos - Enterococcus sp. 1.977 ND 1
M1A2a €ocos - Enterococcus faecalis 2.029 ND 1
M1A7 €ocos - Enterococcus faecium 2272 ND 1
M2A3 €ocos - Enterococcus faecalis 2.405 ND 1
M2A4 €ocos - Enterococcus faecalis 2.407 ND 1
M5A5 €ocos - Enterococcus faecalis 2.160 ND 1
M5A6 €ocos - Enterococcus faecalis 2317 ND 1
M6A10 cocos - Enterococcus faecium 2.206 ND 1
M1AN6 cocos - Enterococcus faecium 2.060 ND 1
M1AN9 cocos - Enterococcus faecalis 2334 ND 1
M1AN117 cocos - Enterococcus faecium ND 1

2.249
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Tabela 4 (continuagédo). Caracterizagdo preliminar e identificagdo por MALDI-
TOF/MS dos isolados de leite de bufala.

lsolado ~ Morfologia Catalase MALDI-TOF/MS C\é?]']?i;r?ga 16S rDNA Feess0 Laticinio
M2AN5 cocos - Enterococcus faecium 2.277 ND 1
M2AN7 cocos - Enterococcus faecium 2.264 ND 1
M2AN7A cocos - Enterococcus faecium 2.283 ND 1
M2AN10 cocos - Enterococcus faecalis 2.404 ND 1
M2AN13 cocos - Enterococcus faecium 2.277 ND 1
MBAN16  cocos - Enterococcus faecium 2223  ND 1
M7AN7 cocos - Enterococcus faecalis 2.213 ND 1
M7AN7-1  cocos - Enterococcus faecium 2240  ND 1
M7ANLI0  cocos - Enterococcus faecium 2182  ND 1
LB1.4 bacilos - Lactobacillus sp. 1.975 Lactobacillus paracasei MK452217 2
LB1.5 bacilos - Lactobacillus rhamnosus 2.255 Lactobacillus rhamnosus MK452223 2
LB3.2 cocos - Enterococcus casseliflavus 2.140 ND 2
LB3.3 cocos - Enterococcus casseliflavus 2.198 ND 2
LB4.1 cocos - Enterococcus casseliflavus 2.155 ND 2
LB5.5 cocos - Leuconostoc sp. 1.851 Leuconostoc mesenteroides MK452216 2
LB6.4 bacilos - Lactobacillus paracasei 2.292 Lactobacillus paracasei MK452219 2
LB6.8 €ocos - Enterococcus durans 2.327 ND 2
LB8.5 cocos + Staphylococcus capitis 2.217 ND 2
LB9.1 bacilos - ND - ND 2
LB9.10 cocos - ND - ND 2
LB10.1 cocos + ND - ND 2
LB10.3 cocos - Lactococcus sp. 1.750 Lactococcus lactis MK452218 2
LB10.4 €ocos - Leuconostoc mesenteroides 2.221 Leuconostoc mesenteroides MK452220 2

A presenca de atividade de catalase foi demonstrada por (+), enquanto auséncia por (-). Alguns isolados néo
foram analisados em alguma das metodologias, sendo indicados por ND (ndo determinado). Isolados do
laticinio de Glorinha — RS estao indicador por 1, e os do laticino de Cassino — RS por 2.

* NUmero de acesso da sequéncia parcial do gene 16S depositada no banco de dados NCBI.

A diversidade de BALs identificadas, em nivel de espécie pela metodologia
de MALDI-TOF/MS esta demonstrada graficamente na Figura 2, onde pode-se
observar que E. faecalis e E. faecium foram as espécies encontradas
majoritariamente, tendo 24 (36,9 %) e 15 (23,1 %) isolados identificados,
respectivamente. Em seguida, cinco isolados foram identificados como L. lactis (7,7
%), trés como L. paracasei (4,6 %), trés como E. casseliflavus (4,6 %), e um isolado
como E. durans (1,5 %), L. mesenteroides (1,5 %), L. rhamnosus (1,5 %) e S. capitis
(1,5 %). Para um total de 8 isolados (12,3 %), nao foi possivel determinar a espécie

a que pertenciam, sendo, portanto identificados apenas em nivel de género.
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Figura 2. BALs identificadas por MALDI-TOF/MS nas amostras de leite de bufala analisadas. Os
isolados que nao foram identificados em nivel de espécie por esta técnica estao indicados por ndo
determinado (ND).

Baseado na caracterizacdo preliminar dos isolados e na identificacdo por
MALDI-TOF/MS, foram selecionados 11 isolados cuja espécie consta na lista da
ANVISA como potenciais probioticos, foram eles: Leuconostoc sp. LB5.5,
Leuconostoc mesenteroides LB10.4, Lactobacillus sp. LB1.4, Lactobacillus sp.
M1A3, Lactobacillus paracasei LB6.4, Lactobacillus rhamnosus LB1.5, Lactobacillus
paracasei L3A7, Lactococcus lactis LB10.3, Lactococcus lactis L4A8, Lactococcus
lactis L4AAN17 e Lactococcus lactis L4AAN1. Estes 11 isolados foram considerados

potenciais candidatos a probidticos e seguiram para as proximas analises.

5.2 Sequenciamento 16S rDNA e andlise filogenética

O sequenciamento parcial do gene 16S rDNA permitiu a confirmacdo da
identificacdo de 10 das 11 BALs selecionadas (Tabela 4). Apenas o isolado
Lactobacillus sp. L3A7 néo foi identificado em nivel de espécie, tendo apresentado
similaridade tanto com isolados de L. paracasei e L. casei, de acordo com o
BLASTNn. De modo geral, ndo houve discrepancias entre os resultados gerados pelo
MALDI-TOF/MS e pelo sequenciamento.

Em seguida, os dados do sequenciamento foram utilizados para construir
uma arvore filogenética baseada na sequéncia de um fragmento de 508
nucleotideos gerado pela analise parcial do gene 16S rDNA. As sequéncias das 11

BALs selecionadas foram comparadas com sequéncias de 8 BALs previamente
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depositadas no NCBI, sendo elas quatro isolados ambientais e quatro cepas de
referéncia. Tal andlise permitiu analisar a distancia evolutiva entre os isolados
analisados, demonstrando que os mesmos podem ser divididos em trés clusters:

Lactobacillus spp., Lactococcus sp. e Leuconostoc sp. (Figura 3).

Acesso
NCBI Qrigem L
A Lactobacillus paracasei SIRP141 MHE98372  Queijo de bufala Sao José do Rio Preto, SP - Brasil

%5 <> Lactobacillus paracasei LB6.4 MK452219  Leite de bufala  Glorinha, RS - Brasil
<{> Lactobacillus paracasei LB1.4 MK452217  Leite de bufala  Glorinha, RS - Brasil
%6 <> Lactobacillus paracasei M1A3 MK527228  Leite de bufala  Cassino, RS - Brasil
77 @ Lactobacillus paracasei ATCC25302 NR_117987 TGl humano Manassas, VA - EUA
100 <> Lactobacillus sp. L3A7 MK452224  Leite de bufala  Cassino, RS - Brasil

@ Lactobacillus rhamnosus NBRC3425 NR_113332 ND Kisarazu, Chiba - Jap&o
WL@ Lactobacillus rhamnosus LB1.5 MK452223  Leite de bufala ~ Glorinha, RS - Brasil

] 100 A Lactobacillus rhamnosus FT218 KM207836  Quejiodevaca Ribeirdo Preto, SP - Brasil
100 |- A Lactococcus lactis FT609 KM207821  Queijo de bifala Ribeiréo Preto, SP - Brasil

@ Lactococcus lactis NBRC100933 NR_113960 ND Kisarazu, Chiba - Japao
100 > Lactococcus lactis L4AN1 MK452225  Leite de bufala  Cassino, RS - Brasil
;t <> Lactococcus lactis LB10.3 MK452218  Leite de bufala  Glorinha, RS - Brasil
u| < Lactococcus lactis L4A8 MK462222  Leite de bifala  Cassina, RS - Brasil
4k & Lactococcus lactis L4AN17 MK452221  Leite de bufala  Cassing, RS - Brasil
<{> Leuconostoc mesenteroides LB5 5 MK452218  Leite de bufala  Glorinha, RS - Brasil

100 @ Leuconostoc mesenteroides ATCC8293  NR 074857  Azeitona Walnut Creek, CA - EUA
57~ <> Leuconostoc mesenteroides LB10.4 ~ MK452220  Leite debufala  Glorinha, RS - Brasil

51' A& Leuconostoc mesenteroides SJIRP55 MHB98348  Queijo de bifala S&o José do Rio Preto, SP - Brasil
[ —
0,020

Figure 3. Analise filogenética dos isolados de BAL provenientes de leite de bufala, através de arvore

neighbor-joining (bootstrap=500) com os 11 isolados do presente estudo (¢), quatro isolados
ambientais (A ), e quatro isolados de referéncia (o). ND indica origem nado determinada pelo autor.

Analisando o cluster dos Lactobacillus spp. € possivel observar a formacéo
de dois subclusters, separando L. paracasei de L. rhamnosus. Em detalhe, foi
demonstrado que os dois isolados L. paracasei LB6.4 e LB1.4, de amostras do
laticinio de Glorinha, tém maior similaridade entre si, sendo também préximos
evolutivamente do isolado ambiental L. paracasei SJRP141, proveniente de amostra
de queijo de bufala de Sao Paulo, Brasil. O isolado L. paracasei M1A3 do laticinio de
Cassino € o mais proximo evolutivamente da cepa de referéncia; enquanto que o
outro isolado de Cassino, (Lactobacillus sp. L3A7) encontra-se em ramo separado
entre os subclusters, podendo indicar se tratar de outra espécie, visto que 0s
resultados do sequenciamento nao identificaram este isolado em nivel de espécie. O
isolado L. rhamnosus LB1.5 ficou em um subcluster separado.

No cluster Lactococcus sp. é possivel observar que os isolados de Glorinha
e Cassino (L4AN1, L4A8, L4AN17 e LB10.3) ficaram em um mesmo ramo, sendo

mais proximos evolutivamente entre si, do que com o isolado ambiental e a cepa de
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referéncia. No cluster Leuconostoc sp., os isolados L. mesenteroides LB5.5 e LB10.4
estdo evolutivamente proximo entre si e também do isolado ambiental e da cepa de

referéncia.

5.3 Avaliacédo dainocuidade das BALs
5.3.1 Susceptibilidade a antimicrobianos

Através da metodologia de disco difusdo, foi possivel determinar o perfil de
susceptibilidade dos isolados testados frente aos 10 antimicrobianos analisados,
através da medicdo do diametro dos halos de inibicdo formados e com base nos
dados do BrCAST (2019), como ilustrado na Figura 4.

Figura 4. Teste de disco difusdo para determinacdo do perfil de susceptibilidade das BALs
analisadas. A imagem ilustra os halos de inibicdo do crescimento de S. aureus ATCC 25923 por
guatro dos antimicrobianos testados.

Determinou-se que todos os 11 isolados testados foram resistentes ou
parcialmente resistentes a pelo menos um dos antibidticos testados neste trabalho
(Tabela 5). Entretanto, todas as 11 BALs analisadas foram suscetiveis a quatro dos
antimicrobianos testados: cloranfenicol, eritromicina, ampicilina e penicilina G.

Os quatro isolados de L. lactis foram suscetiveis a vancomicina, porém
demonstraram resisténcia a ciprofloxacina. Além disso, o isolado L. lactis L4AN1
também foi resistente a clindamicina e ceftriaxona, demonstrando multirresisténcia.
O isolado L. lactis L4AAN17 também foi resistente a tetraciclina, enquanto o isolado L.
lactis LB10.3 foi resistente a gentamicina.

Quando aos dois isolados de L. mesenteroides, ambos foram resistentes
apenas contra vancomicina e ceftriaxona, de modo semelhante aos isolados de
Lactobacillus. Todos estes isolados, a excecdo de L. paracasei LB1.4, foram
suscetiveis aos demais antimicrobianos testados. O isolado L. paracasei LB1.4

demonstrou ser parcialmente suscetivel a ciprofloxacina. A cepa comercial também
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foi avaliada como referéncia, e teve perfil de susceptibilidade compativel com os
demais isolados de Lactobacillus spp. analisados, sendo suscetivel a todos os

antibioticos testados, exceto a ceftriaxona e vancomicina.

Tabela 5. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das BALs por teste de disco
difuséao

Cli Cef Clo Van Tet Cip Gen Eri Amp Pen

'solado (300 [2] [30] [30] [30] [5] [10] [15] [10] [10]
Lactococcus lactis LAAN1 R R S S S R S S S S
Lactococcus lactis L4A8 S S S S S R S S S S
Lactococcus lactis LAAN17 S S S S R R S S S S
Lactococcus lactis LB10.3 S S S S S R R S S S
Leuconostoc mesenteroides LB10.4 S R S R S S S S S S
Leuconostoc mesenteroides LB5.5 S R S R S S S S S S
Lactobacillus rhamnosus LB1.5 S R S R S S S S S S
Lactobacillus paracasei LB6.4 S R S R S S S S S S
Lactobacillus paracasei LB1.4 S R S R S PS S S S S
Lactobacillus paracasei M1A3 S R S R S S S S S S
Lactobacillus sp. L3A7 S R S R S S S S S S

Lactobacillus rhamnosus FAGRON™ S R S R S S S S S S

Os resultados estdo representados por suscetivel (S), parcialmente suscetivel (PS) ou resistente
(R). Os antibidticos estéo listados de acordo com a sua abreviacdo comercial e sua concentracéo é
representada entre colchetes em ug.

5.3.2 Atividade hidrolitica

Os 11 isolados selecionados foram analisados quanto a atividade hidrolitica,
considerando hidrélise de sangue e gelatina. Tais caracteristicas sdo indesejaveis
para microrganismos que pretendem ser aplicados na industria de alimentos, uma
vez que ndo se mostram seguros para o consumo. De acordo com os resultados
obtidos, nenhuma das BALs analisadas apresentou atividade de hemdlise ou
gelatinase. O mesmo resultado foi observado na analise a cepa comercial L.
rhamnosus FAGRON™. Todas as analises foram feitas juntamente com S. aureus
ATCC 25923, como controle positivo (Figura 5).
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Figura 5. Testes fenotipicos para presenca de atividade hidrolitica. A) Teste de atividade hemalitica
em agar Columbia Blood Base, e B) teste de atividade de gelatinase em gelatina. As flechas indicam
o controle positivo dos testes, com S. aureus ATCC 25923.

5.3.3 Perfil de viruléncia

Para analise da presenca de genes de viruléncia, foram realizadas reacdes
de PCR para seis alvos. Os genes ace, agg, asal, cpd, cylA e sprE néo foram
detectados em nenhum dos 11 isolados analisados. O mesmo resultado foi
observado na andlise da cepa comercial L. rhamnosus FAGRON™. Na Figura 6 é
possivel visualizar o resultado de uma das reacfes de PCR realizadas, empregando

os oligonucleotideos para o gene sprE.

123 + - M

Figura 6. Reacdo de PCR para analise do perfil de viruléncia do gene sprE. As canaletas 1, 2 e 3
trazem os amplicons das BALs L. rhamonsus LB1.5, L. paracasei LB 6.4 e da cepa comercial L.
rhamnosus FAGRON™, respectivamente. O controle positivo esta indicado por (+), sendo o amplicon
do isolado ambiental E. faecalis 1269. (-) representa o controle negativo da reacéo. (M) representa o
marcador de peso molecular Ladder 100 pb (Ludwig).

5.4 Producéo de exopolissacarideo

Para a avaliacdo da producdo de EPS pelas BALs selecionadas, foi
realizado o cultivo em meio RRM, onde foi possivel observar que L. mesenteroides
LB10.4 e trés isolados de L. lactis (LB10.3, L4A8 e L4AN1) apresentaram coldnias
brancas apdés 24 h de cultivo, sugerindo a produgdo de EPS de acordo com a
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literatura (Mora et al. 2002). Entretanto, apds 48 h de incubacgédo, as colbnias destes
isolados tornaram-se rosadas, indicando instabilidade quanto a producdo de EPS.
Os outros sete isolados analisados foram considerados n&o-produtores, uma vez
gue as coldnias apresentaram coloracao vermelha em 24 h e 48 h. A cepa comercial
L. rhamnosus FAGRON™ apresentou colénias brancas em todos os tempos

analisados, sugerindo ser uma cepa estavel quanto a producéo de EPS (Figura 7).

Figura 7. Avaliacdo da producdo de EPS por cultivo em meio RRM. A) L. rhamnosus FAGRON™
apo6s 72 h de cultivo. B) L. mesenteroides LB10.4 (1) e LB5.5 (2) apés 24 h de cultivo. C) L. lactis
L4AN1 (1), L4A8 (2) e LB10.3 (3) em 24 h e D) L. lactis L4AANL1 (1), L4A8 (2) e LB10.3 (3) em 24 h em
72 h.

5.5 Avaliacdo do potencial probiotico das BALSs in vitro
5.5.1 Capacidade de adeséo

As duas BALs selecionadas foram avaliadas quanto a sua capacidade de
adesdo a células Caco-2, com o intuito de avaliar seu potencial de se aderir ao
tecido do TGI, facilitando assim a colonizagéo. Tal avaliagdo foi feita através da
diferenca entre as contagens celulares, antes e apds a incubagéo dos isolados com
as ceélulas Caco-2.

Como estd demonstrada na Tabela 6, a viabilidade celular dos isolados
analisados foi semelhante entre si, sendo que L. rhamnosus LB1.5 manteve 84,8 %
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das células viadveis apos a incubacdo com células Caco-2, e L. paracasei LB6.4
apresentou 85,9 % de viabilidade. Ambas BALs apresentaram maior viabilidade do
gue a cepa comercial L. rhamnosus FAGRON™ cuja viabilidade foi de 82,8 %. A
estimativa de células bacterianas por célula eucariética também foi determinada,
demonstrando que L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei LB6.4 apresentaram 111,7 e
243,3 células aderidas por células Caco-2, respectivamente. Ambas BALs
apresentaram maior quantidade de células aderidas por célula eucariética do que a
cepa comercial L. rhamnosus FAGRON™, que apresentou 89,0 células por célula
Caco-2. Por fim, o calculo da aderéncia demonstrou que, em L. rhamnosus LB1.5 e
L. paracasei LB6.4, houve 5,1 e 6,4 % de taxa de aderéncia. Novamente, tais
valores sdo superiores ao observados na cepa comercial L. rhamnosus FAGRON™,

gue demonstrou 3,2 % de aderéncia.

Tabela 6. Percentual de aderéncia das BALs a células Caco-2

Isolado Viabilidade C_:élula Aderéncia
celular (%) bacteriana/Caco-2 (%)
Lactobacillus rhamnosus LB1.5 84,8+1,9 111,7 + 18,9 51+2,0
Lactobacillus paracasei LB 6.4 85,9+2,6 243,3 + 48,3 6,4+4,2
Lactobacillus rhamnosus FAGRON™ 82,8+1,0 89,0£9,5 3,2+0,7

Valores referentes a média das replicatas e seus respectivos desvios padrao.

5.5.2 Capacidade de agregacao

Os isolados L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei LB6.4 tiveram seu potencial
de auto e coagregacdo analisados, bem como a cepa comercial L. rhamnosus
FAGRONT™. Avaliar tais caracteristicas € importante, pois indicam a capacidade dos
isolados de se aderirem ao tecido do TGI, bem como indicam sua capacidade de
impedir a aderéncia de bactérias patogénicas ao organismo hospedeiro.

A avaliacdo o do potencial de autoagregacdo se deu por determinacdo das
absorbancias da suspensdo bacteriana a cada hora de incubacdo. Porém, tal
comportamento também pode ser visualizado pela sedimentacdo da suspenséo
bacteriana durante o periodo de analise (Del Re et al. 2000) como indicado na

Figura 8.
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Figura 8. Autoagregacdo do isolado L. rhamonsus LB1.5 ap6s 5 h de incubagdo a temperatura
ambiente. A seta indica a sedimentacgéo do cultivo apés o periodo de incubacéo.

Na Tabela 7 é possivel observar em detalhe as taxas de autoagregacéo de
cada isolado no decorrer das 5 h de incubacédo. O isolado L. rhamnosus LB1.5
variou de 17,4 % £ 5,3 ap6és 1 h a 35,1 % + 1,4 apos 5 h, e o isolado L. paracasei
LB6.4 variou de 7,0 % + 2,4 apos 1 h a 22,5 % £ 3,5 apos 5 h. Enquanto que a cepa
comercial L. rhamnosus FAGRON™ variou de 13,3 % + 6,4 em 1h a 34,2 % + 9,0
em5 h.

Tabela 7. Percentual de autoagregacao das BALs ap0s 5 h de incubacao

Auto-agregagao (%)

Isolado
t=1 t=2 t=3 t=4 t=5
Lactobacillus rhamnosus LB1.5 17,4+5,3 20,0+7,0 23,2+6,7 33,2+3,6 35,1+1,4
Lactobacillus paracasei LB 6.4 70+24 11,4+7,8 17,8 +6,3 19,4+6,6 225+3,5

Lactobacillus rhamnosus FAGRON™ 13,3+6,4 24,4+128 29,3+9,6 29,3+5,3 34,2+9,0

Valor de aderéncia referente a média das replicatas e seus respectivos desvios padrao.

A comparacdo entre o comportamento dos cultivos ao longo das 5 h de
incubacdo pode ser visualizada na Figura 9. Todos os isolados demonstraram
aumentar sua autoagregacao ao decorrer do periodo de incubacédo, sendo 5 h o
tempo de maior autoagregacdo, como mostrado na Figura 9. De maneira geral, foi
possivel observar que o isolado L. rhamnosus LB1.5 teve um comportamento muito
similar a cepa comercial L. rhamnosus FAGRON™ durante todos os tempos
analisados, mas principalmente ao final das 5 h de incubacdo. J& o isolado L.
paracasei LB6.4 teve uma taxa de autoagregacao ligeiramente inferior durante todos

0s tempos analisados.
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Figura 9. Comparacdo entre a taxa de autoagregacdo dos cultivos L. rhamnoshus LB1.5 (V), L.

paracasei LB6.4 (m)e L. rhamnosus FAGRON™ (e) ao longo de 5 h. O percentual de autoagregagdo
foi determinado a cada 1 h de incubacao.

Considerando a coagregacdo das BALs, apOs incubacdo por 5h a
temperatura ambiente, foi possivel observar que L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei
LB6.4 demonstraram taxa de 67,3 £ 7,9 % a 56,3 + 9,8 % com E. coli ATCC 25922,
respectivamente. Na presenca de S. aureus ATCC 25923, L. rhamnosus LB1.5 e L.
paracasei LB6.4 demonstraram taxa de 39,3 £ 13,7 % a 655 + 13,1 %,
respectivamente. Resultados semelhantes foram observados na cepa comercial L.
rhamnosus FAGRON™ sendo que esta apresentou 67,0 = 2,0 % de agregacdo com

E. coli ATCC 25922, e 64,4 £ 6,9 % com S. aureus ATCC 25923 (Tabela 8).

Além disso, também foi realizada a analise da coagregacao entre as BALS
como um pool, uma vez que a industria de alimentos geralmente emprega mais de
um isolado bacteriano em um produto. O pool de L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei
LB6.4 apresentou 73,1 + 9,8 % de coagregacdo, enquanto que, com a cepa
comercial L. rhamnosus FAGRON™ L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei LB6.4
demonstraram 84,1 + 6,8 % e 67,2 + 9,1 % de coagregacao, respectivamente
(Tabela 8).

Tabela 8. Percentual de coagregacao das BALs entre si e com cepas de referéncia
E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 25923

L. rhamnosus L. paracasei L. rhamnosus E. coli S. aureus ATCC
LB1.5 LB6.4 FAGRON™ ATCC 25922 25923
L. thamnosus 73,1+9.8 84,1+6,38 67,3+7,9 39,3+137
LB1.5
L. paracasei
LB6.4 67,2+9,1 56,3+9,8 65,5+ 13,1
L. rhamnosus
FAGRON™ 67,0+£2,0 64,4 +6,9

Dados em porcentagem (%), com desvio padrao indicado.
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5.5.3 Tolerancia ao trato gastrintestinal simulado

A tolerancia das BALs selecionadas frente as condi¢cdes do TGl foi analisada
através de simulacéo in vitro, com o objetivo de determinar a viabilidade celular dos
isolados apds a exposicdo as condi¢cdes adversas encontradas no transito do TGlI,
sendo elas: pH acido e presenca de sais biliares. A cepa comercial L. rhamnosus
FAGRON™ também foi analisada, bem como duas cepas de referéncia L.
monocytogenes ATCC 7644 e E. coli ATCC 10536.

Todos os isolados iniciaram a simulacdo com aproximadamente 10°
UFC/mL. Tanto L. rhamonsus LB1.5 e L. paracasei LB6.4 se mantiveram estaveis,
mantendo a concentracdo inicial, mesmo apos exposicdo ao SGS e ao SIS,
sugerindo tolerancia as mesmas (Figura 10A e 10B). A cepa comercial L. rhamnosus
FAGRON™ também demonstrou estabilidade (Figura 10C).

Quanto as cepas de referéncia, tanto L. monocytogenes ATCC 7644 quanto
E. coli ATCC 10536 demonstraram diminuir sua viabilidade celular apds a exposicao
ao SGS e ao SIS, sugerindo que as condi¢des analisadas foram danosas a estas
bactérias. Em detalhe, L. monocytogenes ATCC 7644 foi afetada drasticamente pela
exposicdo ao pH é&cido do SGS, atingindo 10° UFC/mL nesta condic&o;
concentragcdo esta que se manteve ap0os exposicdo aos sais biliares do SIS (Figura
10D). Ja E. coli ATCC 10536 demonstrou uma queda gradativa na viabilidade
celular, atingindo 10’ UFC/mL apds exposicdo ao SGS, e 10° UFC/mL apds
exposicao ao SIS (Figura 10E).
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Figura 10. Concentragdo celular dos isolados ap6s exposicdo as condi¢cGes do trato gastrintestinal,
sendo elas: antes da exposicdo, apds suco gastrico simulado (SGS) e ap6s suco intestinal simulado
(SIS). Comportamento das BALs: A) L. paracasei LB6.4, B) L. rhamnosus LB1.5, e C) L. rhamnosus
FAGRONT™: e das cepas de referéncia: D) L. monocytogenes ATCC 7644, e E) E. coli ATCC 10536.

5.6 Andlise da expresséo relativa de genes envolvidos no TGl
5.6.1 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

A extracdo de RNA foi realizada pelo método de extracdo organica
empregando o reagente TRIZOL™ (Invitrogen), nas trés condicbes a serem
analisadas: antes (condicdo 1), apds exposicdo ao SGS (condicdo 2) e apos
exposicao ao SIS (condicdo 3). Os RNAs isolados podem ser vistos na Figura 11A.
Infelizmente, mesmo ap6s numerosas tentativas, ndo foi possivel extrair RNA
bacteriano na condicdo 3. Para esta condicdo, também foi testada extracao
empregando kit comercial, porém tal metodologia também néo foi capaz de extrair
RNA bacteriano de qualidade para ser empregado nas analises subsequentes,
sugerindo que algum componente do SIS, como sais biliares (Urdaneta e Casadésus
2017), possa ter interferéncia com as metodologias empregadas. A qualidade e
guantidade de RNA extraido foram aferidas por Nanodrop, onde a razao Ageo/Azso
variou de 1,79 a 3,36 e a concentracdo de 173,6 a 1.238,0 ng/ul. Os RNAs foram
entdo tratados com DNase |, para retirada de DNAs contaminantes, sendo
confirmado o tratamento através de reacdes de PCR (Figura 11B). A qualidade do

RNA tratado foi aferida por Nanodrop, onde a raz&o Azeo/A2go vVariou de 1,77 a 2,15.
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Em seguida, foi realizada a sintese de cDNA a partir de 500 ng de cada RNA tratado
através de reacdes de transcricdo reversa (RT). A sintese foi confirmada através de
reacoes de PCR usando os cDNA sintetizados como molde (Figura 11C).

A B C cDNA
M RNA + - M + - + -

- ~1200 pb

16S

163 pb

Figura 11. A) Extracdes de RNA da cepa comercial L. rhamnosus FAGRON™ nas condi¢des: antes
da simulacéo (1), apos exposicdo a SGS por 90 min a 37 °C (2) e apds exposi¢do a SIS por 150 min
a 37 °C. B) reacdo de PCR para confirmacéo do tratamento com DNase |. As canaletas representam:
marcador de peso molecular Ladder 100 pb (Ludwig) (M), RNA tratado com DNase (RNA), DNA L.
rhamnosus FAGRON™ (+) e controle negativo da reacéo (-). C) PCR para confirmacédo da sintese de
cDNA. As canaletas representam: marcador de peso molecular Ladder 100 pb (Ludwig) (M), cDNA
positivo (+) e negativo da reacédo de RT (-), DNA L. rhamnosus FAGRON™ (+) e controle negativo da
reacdo de PCR (-).

5.6.2 PCR quantitativo

Para compreender melhor a resposta transcricional das BALs selecionadas
frente as condi¢cdes do TGl a que foram expostas in vitro, foi realizada a analise da
expressao relativa de genes envolvidos nos mecanismos de tolerancia ao TGI, de
acordo com a literatura. Tais genes estdo associados a tolerancia a pH acido (atpD e
argH), adeséao e agregacao (fpb), estresse geral (usp), reparo de DNA (recF), e vias
centrais do metabolismo de bactérias (gapdH e tuf). A expressao destes alvos foi
entdo analisada nas condi¢des: 1) antes da exposicdo ao TGI (controle) e 2) apds a
eXxposicao ao suco gastrico simulado (SGS).

Os niveis de expressao dos genes atpD e argH, relacionados a tolerancia a
pH acido, ndo apresentaram diferenca significativa entre a condi¢do controle e apds
exposicao ao SGS (Figura 12).

No caso de atpD, foi possivel observar uma tendéncia de queda na
expressao relativa do gene na condigdo SGS, em L. rhamnosus LB1.5 (Figura 12A).

J& para o gene argH, foi possivel observar uma tendéncia de aumento da expressao
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na condicdo SGS, em L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei LB6.4 (Figura 12B).
Porém, em ambos os casos, ha grande variacdo entre as replicatas técnicas nesta

condicao, impedindo a inferéncia de regulagdo nestes casos.
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Figura 12. Expressao relativa dos genes A) atpD, e B) argH, associados a tolerancia a pH acido nas
cepas L. rhamnosus LB1.5, L. paracasei LB6.4 e L. rhamnosus FAGRON™. Genes analisados nas
condicBes controle e apds exposicdo ao SGS. O grau de significancia da expressao relativa do gene
na condicdo SGS em relacdo a condicdo controle é de 95 % (*) ou ndo significativo (ns).

Quanto ao nivel de expressao do gene fbp, cuja funcédo esta relacionada a
adesdo e agregacao bacteriana, houve um comportamento divergente entre as
cepas analisadas. L. rhamnosus LB1.5 apresentou diminuicdo significativa da
expressdo deste gene em SGS quando comparado ao controle (p<0,05), enquanto
gue L. rhamnosus FAGRON™ apresentou aumento significativo da mesma apés
exposicdo ao SGS (p<0,05) (Figura 13). Nao houve mudanca significativa na

expressao deste gene nas condi¢cOes analisadas em L. paracasei LB6.4.
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Figura 13. Expresséo relativa do gene fbp, relacionado a adesédo e agregacao celular, nas cepas L.
rhamnosus LB1.5, L. paracasei LB6.4 e L. rhamnosus FAGRON™. Genes analisados nas condi¢es
controle e ap6s exposicdo ao SGS. O grau de significAncia da expresséo relativa do gene na
condicdo SGS em relacédo a condicdo controle é de 95 % (*) ou ndo significativo (ns).

O nivel de expresséo do gene usp, cujo produto foi descrito como envolvido
na resposta a estresses em geral, ndo apresentou mudancas significativas nos

niveis de expressao nas condi¢cdes analisadas (Figura 14).
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Figura 14. Expressao relativa do gene de estresse geral usp nas cepas L. rhamnosus LB1.5, L.
paracasei LB6.4 e L. rhamnosus FAGRON™. Genes analisados nas condi¢bes controle e apds
exposi¢cdo ao SGS. O grau de significAncia da expressao relativa do gene na condicdo SGS em
relacdo a condicdo controle é de 95 % (*) ou ndo significativo (ns).

A expressao relativa do gene de reparo de DNA recF diminuiu
significativamente apds exposicdo ao SGS quando comparado ao controle, em L.
paracasei LB6.4 (p<0,05). Ndo houve diferenca significativa entre as condicfes
analisadas nas cepas L. rhamnosus LB1.5 e FAGRON™, entretanto foi possivel
observar que ambas também tenderam a diminuir sua expressdao em SGS, em

comparagao com o controle (Figura 15).
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Figura 15. Expresséo relativa do gene recF, envolvido no reparo de DNA, nas cepas L. rhamnosus
LB1.5, L. paracasei LB6.4 e L. rhamnosus FAGRON™. Genes analisados nas condi¢Bes controle e
apos exposicdo ao SGS. O grau de significancia da expressao relativa do gene na condicdo SGS em
relacdo a condicao controle é de 95 % (*) ou néo significativo (ns).

O nivel de expressdo do gene gapdH, relacionado ao ciclo da glicdlise, ndo
apresentou mudancas significativas nas condicdes analisadas (Figura 16).
Entretanto, foi possivel observar uma tendéncia de aumento de sua expressao apos

exposicao ao SGS, nas cepas L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei LB6.4.

gapdH

4- [ controle
ns [ sGs

34 ns

o

ns
1 - m

0

L. rhamnosus L. paracasei L. rhamnosus

Expresséo relativa de mRNA
i

Figura 16. Expresséao relativa do gene gapdH, envolvido na glicélise celular, nas cepas L. rhamnosus
LB1.5, L. paracasei LB6.4 e L. rhamnosus FAGRON™. Genes analisados nas condi¢des controle e

apoés exposicao ao SGS. O grau de significancia da expressao relativa do gene na condicdo SGS em
relacdo a condicao controle é de 95 % (*) ou ndo significativo (ns).

Por fim, o nivel de expressao de tuf, envolvido na sintese proteica, aumentou
significativamente apds exposicdo ao SGS quando comparada a condi¢do controle,
em L. rhamnosus LB1.5 (p<0,05) (Figura 17). Nao houve diferenca significativa entre

0s niveis de expressao deste gene nas condi¢bes analisadas em L. paracasei LB6.4
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e L. rhamnosus FAGRON™, porém foi possivel observar uma tendéncia de aumento

da expresséao de tuf apds exposicao ao SGS na cepa L. paracasei LB6.4.
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Figura 17. Expressao relativa do gene tuf, envolvido na sintese proteica, nas cepas L. rhamnosus
LB1.5, L. paracasei LB6.4 e L. rhamnosus FAGRON™. Genes analisados nas condi¢Bes controle e
apo6s exposicdo ao SGS. O grau de significancia da expressao relativa do gene na condicdo SGS em
relacdo a condi¢cdo controle € de 95 % (*) ou ndo significativo (ns).
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6. DISCUSSAO

O leite bubalino tem sido cada vez mais explorado para a producdo de
derivados no Brasil, devido ao crescente aumento do consumo e interesse dos
consumidores, principalmente pela mozzarella de bufala. Apesar disso, pouco se
sabe sobre o potencial probidtico do leite bubalino cru. Portanto, este trabalho visou
ampliar os conhecimentos nesta area, buscando novos isolados de BALs que
demonstrem funcionalidade e possam ser aplicados na industria de alimentos no
futuro. Para tanto, se realizou uma caracterizacdo preliminar através de coloracdo de
Gram e teste de catalase. Os resultados obtidos através destas metodologias estédo
em congruéncia com a literatura, que define que BALs sdo Gram positivas com
morfologias de cocos ou bacilos, e sem atividade de catalase (Axelsson 2004).

Concomitantemente, realizou-se a identificacdo dos isolados pela técnica de
MALDI-TOF/MS, onde se determinou a presenca de cinco géneros nas amostras de
leite analisadas (valor de confianga = 1,7) e nove espécies (valor de confianga = 2,0).
O parametro utilizado para identificacdo em nivel de espécie se baseou em artigos
similares que fizeram a identificacdo de culturas puras, sem outros microrganismos
contaminantes, como os citados a seguir. Bizzini et al. (2010) identificaram com
acuracia 93,2 % dos 1.371 isolados clinicos analisados que foram previamente
identificados por testes fenotipicos, através de MALDI-TOF/MS usando score = 2,0
para nivel de espécie. Neville et al. (2011) também compararam a identificacdo de
bactérias por metodologias convencionais com os resultados obtidos por MALDI
Biotyper, usando score = 1,7 e = 2,0 para nivel de espécie, sugerindo que para
bactérias de cultivo simples, as recomendacfes do fabricante s&o muito
restringentes, e indicando que scores entre 1,7 e 1,9 ja permitem uma identificacao
confiavel em nivel de espécie, principalmente se acompanhado de andlise da
morfologia colonial.

A combinacdo de métodos fenotipicos e genotipicos é considerada essencial
para uma identificacdo precisa de um isolado (Fontana et al. 2013), portanto os
dados da caracterizacao preliminar dos isolados e os resultados obtidos através de
MALDI-TOF/MS, permitiram uma boa caracterizacdo da diversidade de BALs nas
amostras de leite bubalino analisadas. Estes resultados serviram como base para a
selecdo dos isolados de interesse para prospeccéo de potencial probiotico.

A ANVISA mantém uma lista das espécies bacterianas que podem ser
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aplicadas como probidticos na industria de alimentos brasileira. Esta lista inclui as
seguintes espécies: Lactobacillus acidophilus, L. casei Shirota, L. rhamnosus, L.
defensis, L. paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, B. animalis, B.
lactis e Enterococcus faecium. Tais bactérias foram testadas quanto a sua
genotoxicidade, mutagenicidade e toxicidade, sendo consideradas seguras para o
consumo humano (ANVISA 2017). Além disso, a literatura atual vem estudando
outras espécies de BALs que demonstram potencial probiético, como Leuconostoc
mesenteroides (Amara e Shibl 2015; Souza et al. 2019), por exemplo. Tendo em
vista tais informacdes, este trabalho selecionou 11 BALs isoladas de leite cru de
bafala, como sendo potenciais candidatos a probidticos, sendo elas: L.
mesenteroides LB5.5, L. mesenteroides LB10.4, L. paracasei LB1.4, L paracasei
M1A3, L. paracasei LB6.4, L. rhamnosus LB1.5, L. paracasei L3A7, L. lactis LB10.3,
L. lactis L4AS8, L. lactis L4AAN17, e L. lactis L4AANL1.

Apesar de E. faecium estar listado na ANVISA como sendo probiotico e
ter sido uma das espécies mais encontradas nos isolados analisados, os 15 isolados
desta espécie foram desconsiderados para andlises futuras, uma vez que
Enterococcus spp. sdo considerados microrganismos ubiquos que podem facilmente
transferir informacéo genética para outras bactérias. Além disso, alguns isolados
podem ser virulentos e apresentar multirresisténcia a antimicrobianos, muitas vezes
estando associados a infec¢gées humanas (Wang et al. 2019).

Os 11 isolados selecionados tiveram sua identificacdo confirmada através do
sequenciamento parcial do gene 16S rDNA, sendo esta uma das metodologias de
identificacdo genotipica recomendadas pela ANVISA (2019) e pela FAO/MWHO
(2006). Tal andlise pode confirmar a identidade, em nivel de espécie, de 10 dos 11
isolados previamente identificados por MALDI-TOF/MS e testes fenotipicos. Apenas
0 sequenciamento do isolado Lactobacillus sp. L3A7 permitiu somente a
identificacdo em nivel de género, tendo apresentado similaridade com as espécies L.
paracasei e L. casei, na analise por BLASTn. Isso vai de encontro com o fato de
gue, em alguns casos a identificacdo através do sequenciamento 16S rDNA tem
uma resolucdo limitada, ndo sendo capaz de discriminar espécies estreitamente
relacionadas, tais como espécies pertencentes ao grupo Lactobacillus delbrueckii, L.
plantarum e L. casei (ANVISA 2019). Nestes casos, outras técnicas moleculares sao
indicadas, como Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Repetitive DNA

Element-PCR (rep-PCR), bem como avaliacdo de outras sequéncias de genes
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ribossomais (23S rDNA e Internal Transcribed Spacers Elements - ITS) ou de genes
de cépia Unica (pheS, atpA, rpoA) (Vankerckhoven et al. 2008). A técnica de MALDI-
TOF/MS também é uma alternativa nestes casos, tendo sido amplamente utilizada
como método de identificacdo rapida para isolados de Lactobacillus provenientes de
alimentos (Angelakis et al. 2011; Doan et al. 2012; DuSkova et al. 2012; Nacef et al.
2017). Entretanto, neste trabalho, tal metodologia também ndo foi capaz de
discriminar a espécie do isolado L3A7.

Os dados gerados pelo sequenciamento foram utilizados para a construcao
de uma arvore filogenética, usando o método de neighbor-joining, para determinacao
da distancia evolutiva entre os isolados analisados neste trabalho, bem como sua
relacdo com quatro sequéncias de isolados de referéncia e quatro sequéncias de
isolados ambientais provenientes de amostras de leite ou queijo no Brasil (Paula et
al. 2015; Tulini et al. 2016). Desta forma, foi possivel determinar que os isolados de
L. paracasei e os isolados de L. lactis analisados neste trabalho s&o mais similares
entre si, do que com os isolados ambientais com que foram comparados,
respectivamente. Além disso, como mencionado anteriormente, a identificacdo de
Lactobacillus sp. L3A7 ndo permitiu sua discriminacdo em nivel de espécie,
permanecendo em um ramo separado da arvore filogenética. Isto se da pela
dificuldade de discriminar algumas espécies de Lactobacillus através do
sequenciamento de 16s rDNA, devido a alta similaridade genética entre elas (> 99
%), 0 que ja foi descrito anteriormente (Torriani et al. 2001; Koort et al. 2004;
Watanabe et al. 2009; Huang et al. 2010; Huang e Lee 2011). Os isolados de L.
mesenteroides foram o0s que apresentaram maior semelhanca entre o isolado
ambiental testado e a cepa de referéncia.

Em seguida, foi avaliada a inocuidade dos 11 isolados selecionados, tendo
em vista que diversos testes que asseguram a segurangca no consumo destes
microrganismos sao requeridos para autorizar a aplicacdo dos mesmos na industria
de alimentos. De acordo com a Guia para Instrucdo Processual de Peticdo de
Avaliacdo de Probidticos para Uso em Alimentos (ANVISA 2019), linhagens
potencialmente probidticas devem ser testadas tanto in vitro quanto in vivo, para
obter aprovacéo cientifica para serem aplicadas para o uso pretendido. Os testes
minimos requeridos sdo 0s ensaios de susceptibilidade a antimicrobianos de
importancia clinica e a pesquisa por fatores de viruléncia, como hemolisinas e outras

enzimas com capacidade deletéria. Dito isto, os 11 isolados foram analisados quanto
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a sua susceptibilidade a antimicrobianos, atividade hidrolitica (hemolise e
gelatinase), e presenca de genes de viruléncia.

Primeiramente, as 11 BALs selecionadas foram analisadas contra 10
antimicrobianos através da metodologia de disco difusdo, para investigar sua
susceptibilidade a eles. Todas BALs demonstraram ser resistentes ou parcialmente
resistentes a pelo menos um dos antibiéticos testados. Todos os isolados de
Lactobacillus e Leuconostoc testados neste trabalho foram resistentes a
vancomicina, o que ja é bem estabelecido na literatura como resisténcia intrinseca,
sendo codificado por genes cromossdmicos e néo transferiveis para outras bactérias
(Zhou et al. 2000; Harwood et al. 2001). Estes dois géneros também demonstraram
resisténcia a ceftriaxona, do grupo B-lactamico. Estes resultados séo corroborados
pela literatura, visto que BALs geralmente tém resisténcia intrinseca contra 0s
principais tipos de antibidtico, tais como B-lactdmicos, aminoglicosideos,
nitrofurantoina e fluoroquinolonas (Halami et al. 2000). Considerando o grupo dos
Lactobacillus, Anisimova e Yarullina (2019), em analise do perfil de resisténcia de 11
isolados deste género, demonstraram resultados semelhantes empregando a
metodologia de disco difusdo: todos os isolados de Lactobacillus spp. foram
suscetiveis a ampicilina e cloranfenicol, 95 % foram suscetiveis a tetraciclina e
eritromicina, e 90 % a clindamicina, além disso a maioria foi resistente a
vancomicina, ciprofloxacina, aminoglicosideos e cefalosporinas.

Todos os isolados de Lactococcus sp. testados foram resistentes a
ciprofloxacina. Lactococcus lactis L4AN1 também foi resistente a ceftriaxona e a
clindamicina. A resisténcia frente a estes dois antimicrobianos ja foi descrita em
outras BALs com potencial probi6tico, como Bacillus coagulans HS234 (Kapse et al.
2019). Ademais, de acordo com Todorov et al. (2007) e Todorov e Franco (2018) L.
lactis foi suscetivel a ceftriaxona, entretanto outros estudos demonstraram o
contrario; Kaboré et al. (2018), por exemplo, observaram que 80 % dos isolados
clinicos de L. lactis foram resistentes a este antimicrobiano. Resisténcia adquirida a
clindamicina também ja foi descrita em 6 % das BALs testadas por Nawaz et al.
(2011), incluindo isolados de Lactobacillus fermentum e L. plantarum. Outro estudo
determinou que um isolado de L. lactis foi resistente a clindamicina em
concentragbes baixas (2 ug), porém suscetivel a quantidades maiores (= 10 pg), de
acordo com testes de concentracdo minima inibitoria (CMI) (Yerlikaya 2018).

Em seguida, foi avaliada a presenca de fatores de viruléncia nas 11 BALs
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selecionadas. Nenhum dos isolados apresentou atividade hidroliticas, de acordo
com os testes realizados. Também se avaliou a presenca de genes de viruléncia
através de reacbes de PCR. A presenca destes genes pode ser considerada
preocupante, visto que a literatura ja indicou que pode haver transferéncia horizontal
destes genes entre bactérias em Enterococcus (Eaton e Gasson 2001) e outras
BALs, como Streptococcus e Lactobacillus (Nawaz et al. 2011). A transferéncia de
genes também pode ocorrer entre BALS e outros microrganismos, incluindo cepas
patogénicas (Teuber et al. 1999; Gevers et al. 2003). Nenhum dos seis genes
analisados foi detectado nos isolados analisados.

A capacidade de produzir EPS foi avaliada através de cultivo em meio RRM,
0 que permitiu a identificacdo de quatro isolados com esta habilidade: L.
mesenteroides LB10.4, L. lactis LB10.3, L. lactis L4A8 e L. lactis L4AAN1. Também foi
possivel observar que, em periodos mais longos de incubacéo (> 24 h), as col6nias
antes esbranquicadas tornaram-se avermelhadas, demonstrando instabilidade, o
gue ja foi descrito anteriormente (Stingele et al. 1996). Similarmente, Fusco et al.
(2019) determinaram que um isolado de L. mesenteroides demonstrou a capacidade
de produzir EPS em MRS suplementado com 5 % sacarose, e que oito isolados de
S. thermophilus produziram EPS quando suplementados com lactose. A producéo
de EPS vem sendo amplamente estudada em BALs devido a sua potencial
aplicacdo na industria de alimentos, uma vez que podem ser usados para melhorar a
textura de alimentos, aumentar sua estabilidade durante o congelamento e atuar
como espessante (Bajpai et al. 2016). Ademais, diversos estudos vém descrevendo
o efeito prebidtico de EPS (Mahdhi et al. 2017; Ispirli et al. 2018).

Baseado nos resultados de inocuidade e também nas condi¢cdes de
crescimento dos onze isolados analisados, duas BALs foram selecionadas para a
etapa de prospeccao do potencial probidtico: L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei
LB6.4. Tais isolados além de in6cuos perante as analises realizadas, também
tiveram maior taxa de crescimento a 37 °C do que os demais isolados, atingindo a
concentracdo de 108 UFC/mL ap6s 18 h de incubacéo a 37 °C. Tal fato é importante
para a aderéncia e manutenc¢éo do isolado quando no TGI do hospedeiro.

Para prospeccao do potencial probiotico dos isolados, inicialmente as BALs
selecionadas tiveram sua capacidade de adesdo a células Caco-2 analisada. A
razdo entre o numero de células bacterianas e o numero de células Caco-2 variou

de 111,7 a 243,3, quantidade superior ao visualizado no cultivo da cepa comercial.
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Arellano et al. 2019 demonstraram em experimento similar, que quatro isolados de L.
plantarum apresentaram entre 28 e 142 células bacterianas aderidas por célula
eucaridtica. Os percentuais de adesado observados nas BALs selecionadas foram de
51 e 6,4 % em L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei LB6.4, respectivamente.
Similarmente, Garcia-Ruiz et al. (2014) determinaram que isolados de BALs
provenientes de amostras de vinho apresentaram taxa de adesé&o variando de 0,37 a
12,2 %. A capacidade de aderir a tecidos € um pré-requisito determinante para uma
BAL ser considerada probidtica (Tuomola et al. 2000), uma vez que a mesma
precisa ser capaz de se manter no TGl do hospedeiro para desempenhar sua
fungéo.

A capacidade de agregacdo de um microrganismo € considerada
essencial para a determinacédo de seu potencial probidtico, sendo a autoagregacéo
uma propriedade necessaria para a adesao ao TGI do hospedeiro, e a coagregacéo
uma propriedade importante para a formagdo de uma barreira contra a colonizagéo
de microrganismos patogénicos (Del Re et al. 2000). Sendo assim, a capacidade de
autoagregacao das BALs selecionadas foi acompanhada pelo periodo de 5 h de
incubacdo. L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei LB6.4 atingiram o maximo de
autoagregacdo em 5 h, com 35,1 e 22,5 %, respectivamente, tendo um
comportamento similar a cepa comercial. Tais valores sao inferiores ao encontrados
por Kos et al. (2002), que empregaram a mesma metodologia utilizada neste
trabalho e determinaram que um isolado de L. acidophillus atingiu 70 % de
autoagregacao em 5h de incubacao no proprio meio caldo MRS. Le e Yang (2019)
demonstraram que L. plantarum FB0OO3 exibiu altas taxas de autoagregacdo apos 5
h, chegando a 44 %. Quanto a coagregacdo com outros microrganismos, L.
rhamnosus LB1.5 demonstrou taxas de agregacdo de 67,3 e 39,3 % com E. coli
ATCC 25922 e S. aureus ATCC 25923, respectivamente; ja L. paracasei LB 6.4 teve
56,3 e 65,5 % de agregacdo com estes mesmos isolados, respectivamente. Le e
Yang (2019) também avaliaram a capacidade de coagregacdo de L. plantarum
FB0O03 com L. monocytogenes, Salmonella choleraesuis, Yersinia enterocolitica e
Bacillus cereus, e demonstraram que a coagregacao entre estes isolados foi de 43,
32, 18 e 15 %, respectivamente.

Quanto a tolerdncia ao TGI, as BALs analisadas demonstraram manter
sua viabilidade quando expostas as condigbes do TGI simuladas in vitro,

similarmente a cepa comercial. No entanto, as cepas de referéncia L.
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monocytogenes ATCC 7944 e E. coli ATCC 10536 demonstraram uma queda na
viabilidade celular em cada etapa da simulac&o, diminuindo sua concentracéo de 10®
UFC/mL para 10* UFC/mL e 10° UFC/mL, respectivamente. Isso sugere que tais
bactérias toleram menos o estresse causado por pH &cido e pela presenca de sais
biliares, do que os isolados de BALs testados. Em experimento similar, Souza et al.
(2019) testaram a viabilidade celular de 19 isolados de Lactobacillus spp.
provenientes de queijo mozzarella quando expostos a simulado da fase gastrica da
digestdo por 2 h e apOs exposicdo a fase entérica por 6 h. Seus resultados
demonstraram que o isolados L. casei SJRP38 e dois isolados de L. fermentum
SJRP46 e SJRP60 tiveram viabilidade similar as BALs testadas neste trabalho,
variando de 10° UFC/mL no inicio da simulacdo para 10’ UFC/mL ap6s a exposi¢éo
ao TGI. Iraporda et al. (2019), empregando o protocolo realizado neste trabalho,
verificaram que trés isolados de L. paracasei provenientes de kefir também
toleraram as condi¢ées do TG, mantendo 10® UFC/mL apds exposi¢ao.

Para melhor compreender o que acontece em nivel de expressao génica
nas células das BALs selecionadas frente as condi¢cdes de simulacdo do TGl, foi
realizada a andlise da expressao de genes alvo cujas fun¢des sao importantes para
a tolerancia destas bactérias ao TGl humano e sua colonizacdo. Foram analisados
genes ja descritos como envolvidos na tolerancia a pH acido (atpD e argH), adeséo
e agregacao celular (fbp), resposta a estresse (usp), reparo de DNA (recF), e
funcdes vitais para a célula, como glicolise (gapdH) e sintese proteica (tuf).

Sabe-se que bactérias do género Lactobacillus aumentam a sintese de
pelo menos uma das proteinas que compdem a ATP sintase, como AtpB, AtpA,
AtpG ou AtpD, quando em ambiente acido. Tal enzima tem importante funcéo para
célula neste contexto, visto que é responsavel por manter a homeostase celular e
também para responder a exposicao a sais biliares (Papadimitriu et al. 2016). Zhao
et al. (2019) demonstraram que ha um aumento da expressdo de argH em L.
plantarum quando exposta a pH 3,7. Neste trabalho, no entanto, ndo houve
diferenca significativa da expressao de atpD ap0s exposicdo ao SGS, implicando na
possibilidade de algum outro gene deste complexo estar sendo superexpresso nesta
condicao.

Outro gene ja descrito como envolvido na tolerancia a estresse acido é
argH. Wu et al. (2013) determinaram que este gene tem sua expressao aumentada

3,06-fold em L. casei, quando exposto a pH acido e suplementado com aspartato.
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Tal aminoacido é acumulado pela célula quando em ambientes &cidos e entdo
regula positivamente a expressdo de genes envolvidos no seu metabolismo (Zhang
et al. 2012; Wu et al. 2012). No presente trabalho, n&o houve diferenga significativa
entre a condicdo controle e SGS, porém foi possivel observar uma tendéncia de
aumento da expressao deste gene em L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei LB6.4.

A presenca do gene fbp em BALs aumenta o potencial de adesédo e
agregacdo da célula ao tecido do TGl humano, sendo considerada uma
caracteristica muito importante para isolados candidatos a probioticos (Watanabe et
al. 2010). Portanto, a presenca deste gene nas BALs selecionadas neste trabalho ja
indica seu potencial de se aderir e colonizar o TGI. Quanto ao nivel de expresséo de
fbp apds exposicdo ao SGS, foi observado o aumento significativo de sua expresséo
na cepa comercial L. rhamnosus FAGRON™ e a diminuicdo significativa de sua
expressdo em L. rhamnosus LB1.5. Apesar do papel de fop em BALs ja estar bem
estabelecido, ha pouca informacgéo na literatura sobre o efeito das condi¢cdes do TGl
sobre sua expressdo. Aléem disso, os resultados divergentes observados entre as
cepas L. rhamnosus FAGRON™ e LB1.5 dificultam o entendimento do que acontece
em nivel de expresséo, podendo sugerir que outros fatores possam contribuir para a
regulacdo da expressdo deste gene. Uma hipotese, corroborada pelos resultados
obtidos em L. rhamnosus FAGRON™ é que a exposi¢ao a pH acido do estbmago
humano cause um aumento da expressao de fbp para que a célula aumente seu
potencial de aderir ao epitélio do TGl humanao.

N&do houve mudanca no nivel de expressdo do gene usp, que codifica
uma das proteinas de estresse universal presentes em bactérias, nas condi¢des
analisadas. Assim como fbp, ha pouca informacdo na literatura sobre o
comportamento deste gene em condi¢des de estresse acido em BALs. A regulacéo
e funcdo de tal gene ainda sdo pouco conhecidas, porém ja se demonstrou que a
proteina Usp tem sua expressdo aumentada em diversas situacdes de estresse,
como deplecdo de nutrientes, altas temperatura, estresse oxidativo, presenca de
antibidticos, entre outros (Kvint et al. 2003).

Zhao et al. (2019) ndo observaram diferenca nos niveis de expressao de
reck em L. casei quando exposto a Ph 3.7. O mesmo trabalho ainda analisou a
expressao de outros genes envolvidos no reparo de DNA, como recA, recN e recO,
que também nado apresentaram diferenca significativa entre pH 6,3 e pH 3,6,

sugerindo que a exposicdo a pH &cido n&do gera danos suficientes ao DNA destas
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células para que o sistema de reparo seja ativado. Neste trabalho, no entanto, a
expressdo de recF diminuiu significativamente em L. paracasei LB6.4 apos
exposicdo a pH acido. Além disso, apesar de ndo haver diferenca estatistica, foi
possivel observar que as outras duas cepas L. rhamnosus LB1.5 e FAGRON™
também demonstraram uma tendéncia de diminuicdo dos niveis de expressao deste
gene apos exposicdo ao SGS.

Quanto ao gene gapdH, néo foi observada diferenca significativa entre as
condi¢cOes analisadas. Resultado semelhante foi observado por Zhao et al. (2019),
que demonstraram ndo haver diferenca nos niveis de expressao deste gene em L.
casei em pH 6,3 e pH 3,6. Este trabalho também analisou outros genes envolvidos
na via da glicélise, como Idh, pfk, pgk, pycA, e glk, que também n&o apresentaram
alteracdo nos niveis de expressao.

Os niveis de expressdo de tuf aumentaram significativamente em L.
rhamnosus LB1.5 apds exposicdo ao SGS, e uma tendéncia de aumento da
expressdo também foi visualizada em L. paracasei LB6.4. Wu et al. (2011), em
trabalho avaliando os niveis de expressao génica em L. casei frente a pH 6,4 e pH
2,5, observaram resultado similar, tendo determinado que a expressao de tuf foi

aumentada em pH éacido.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo expandiu o conhecimento a respeito da diversidade de
BALs em leite cru de bufala no Rio Grande do Sul, tendo em vista que os dois
laticinios amostrados recebem matéria-prima de todos os produtores de bufalo do
estado. Além de estabelecer o perfil de BALs, foi possivel identificar seis isolados
inécuos — L. mesenteroides LB5.5, L. mesenteroides LB10.4, L. paracasei LB6.4, L.
rhamnosus LB1.5, L. paracasei L3A7, L. lactis L4AA8 —, de acordo com os testes
realizados, e selecionar dois isolados — L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei LB6.4 —,
para serem estudados quanto a seu potencial probidtico.

Estes dois isolados demonstraram ser capazes de se aderir a células Caco-
2, sugerindo capacidade de adesdo ao tecido do TGl humano e potencial
colonizagdo do mesmo. Bem como demonstraram ter capacidade de autoagregacao
similar a encontrada em uma cepa probidtica comercial. Ademais, L. rhamnosus
LB1.5 demonstrou ser capaz de coagregar com cepas referéncia de S. aureus ATCC
25923 e E. coli ATCC 25922, sugerindo sua capacidade de se agregar a
microrganismos patogénicos presentes do TGI, impedindo a ligacdo dos mesmos ao
tecido do hospedeiro. Também se verificou que ambos isolados sdo capazes de
tolerar as condi¢cdes adversas do TGI, caracteristica essencial para microrganismos
probidticos.

Além disso, foi possivel determinar a resposta a nivel transcricional dos
isolados L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei LB6.4 frente as condicdes de estresse
acido, simulando as condicdes encontradas no estbmago humano. Tal abordagem
permitiu melhor compreender quais genes sdo positiva ou negativamente regulados
nesta condicao.

Considerando todos os resultados obtidos neste trabalho, foi possivel indicar
gue os isolados L. rhamnosus LB1.5 e L. paracasei LB6.4 tém potencial probiético,
podendo ser aplicados na industria de alimentos futuramente. Para tal, estudos in
vivo ainda sdo necessarios, bem como aprovacdo da ANVISA. Porém, de modo
geral, estes resultados apontam o potencial do leite bubalino como fonte de

microrganismos funcionais para desenvolvimento de novos produtos.
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