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RESUMO

Probioticos sdo capazes de melhorar o equilibrio da microbiota intestinal, trazendo beneficios
ao hospedeiro. Atualmente no mercado ha poucas opcdes de alimentos, com probidticos em sua
composicao, destinados a cées e gatos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
matriz alimentar canina (racdo Umida) com o probidtico Enterococcus faecium M7AN10. Para
tal, avaliou-se a inocuidade, atividade enzimatica, atividade antimicrobiana, potencial
probidtico e a viabilidade do microrganismo em matriz alimentar canina. O isolado foi
considerado indcuo, pois apresentou auséncia de atividade hemolitica e de gelatinase, além de
ser suscetivel a diversos antimicrobianos. E. faecium M7AN10 apresentou atividade
proteolitica e capacidade de producdo de exoplissacarideo. Em relacdo a atividade
antimicrobiana pelo método da estria radial, o isolado inibiu Acinetobacter sp. 1,
Corynebacterium sp. 4, Micrococcus luteus 33, Micrococcus luteus 43, Micrococcus sp. 3,
Micrococcus sp. 20, Micrococcus sp. 36. Além disso, E. faecium M7AN10 apresentou
capacidade de autoagregacao de 33,50% e resistiu de forma constante quando submetido ao
trato gastrointestinal in vitro em conjunto com Lacticaseibacillus rhamnosus LB 1.5 e
Lacticaseibacillus paracasei LB 6.4. O cultivo misto manteve-se vidvel em matriz alimentar
canina durante o periodo de oito dias. Com base nesses resultados, o isolado E. faecium
M7AN10 foi considerada uma bactéria candidata a probidtico que pode vir a ser usada como
aditivo em alimento para cées.

Palavras-chave: Enterococcus faecium, probidtico, cdes, matriz alimentar canina, alimento
probidtico.

Enterococcus faecium M7AN10 PROBIOTIC IN FOOD MATRIX FOR DOGS
ABSTRACT

Probiotics are capable of improving the balance of the intestinal microbiota, bringing benefits
to the host. Currently, on the market, there are few food options with probiotics in their
composition intended for dogs and cats. Therefore, this research aimed to develop a canine food
matrix (wet food) with the probiotic Enterococcus faecium M7AN10. To this end, the
harmlessness, enzymatic activity, antimicrobial activity, probiotic potential, and viability of the
microorganism in the canine food matrix were evaluated. The isolate was considered harmless,
as it showed no hemolytic and gelatinase activity and was susceptible to several antimicrobials.
E. faecium M7AN10 showed proteolytic activity and exopolysaccharide production capacity.
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Regarding antimicrobial activity using the radial stria method, the isolate inhibited
Acinetobacter sp. 1, Corynebacterium sp. 4, Micrococcus luteus 33, Micrococcus luteus 43,
Micrococcus sp. 3, Micrococcus sp. 20, Micrococcus sp. 36. Furthermore, E. faecium M7AN10
showed a self-aggregation capacity of 33.50% and resisted consistently when subjected to the
gastrointestinal tract in vitro together with Lacticaseibacillus rhamnosus LB 1.5 and
Lacticaseibacillus paracasei LB 6.4. The mixed culture remained viable in a canine food matrix
over eight days. Based on these results, the isolate E. faecium M7AN10 was considered a
candidate bacterium for a probiotic that could be used as an additive in dog food.

Keywords: Enterococcus faecium, probiotic, dogs, canine food matrix, probiotic food.

Enterococcus faecium M7AN10 PROBIOTICO EN MATRIZ ALIMENTARIA PARA
PERROS

RESUMEN

Los probioticos son capaces de mejorar el equilibrio de la microbiota intestinal, aportando
beneficios al huésped. Actualmente en el mercado existen pocas opciones de alimentos con
probidticos en su composicion, destinados a perros y gatos. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue desarrollar una matriz alimentaria canina (comida humeda) con el probiético
Enterococcus faecium M7AN10. Para ello se evalud la inocuidad, actividad enzimatica,
actividad antimicrobiana, potencial probidtico y viabilidad del microorganismo en matriz
alimentaria canina. El aislado fue considerado inofensivo, ya que no mostrd actividad
hemolitica ni gelatinasa, ademas de ser susceptible a varios antimicrobianos. E. faecium
M7AN10 mostré actividad proteolitica y capacidad de produccién de exoplisacéaridos. En
cuanto a la actividad antimicrobiana mediante el método de las estrias radiales, el aislado
inhibié a Acinetobacter sp. 1, Corynebacterium sp. 4, Micrococcus luteus 33, Micrococcus
luteus 43, Micrococcus sp. 3, Micrococcus sp. 20, Micrococcus sp. 36. Ademas, E. faecium
M7AN10 mostré una capacidad de autoagregacion del 33,50% vy resistié consistentemente
cuando se sometid al tracto gastrointestinal in vitro junto con Lacticaseibacillus rhamnosus LB
1.5 y Lacticaseibacillus paracasei LB 6.4. El cultivo mixto permanecié viable en una matriz
de alimento canino durante un periodo de ocho dias. Con base en estos resultados, el aislado E.
faecium M7AN10 se considerd una bacteria candidata para un probidtico que podria usarse
como aditivo en la comida para perros.

Palabras clave: Enterococcus faecium, probidtico, perros, matriz alimentaria canina, alimento
probiético.

INTRODUCAO

Muitos cédes sofrem de doencas gastrointestinais decorrentes de patdgenos ou mesmo
alimentacdo. E comum associar alteragbes da microbiota intestinal a doencas que afetam
diretamente o trato gastrointestinal (TGI), mas a disbiose, definida como uma “alteracao na
composi¢ao da microbiota comensal que € prejudicial ao hospedeiro”, também esta associada
com doengas, como diabetes mellitus tipo 1, doenca renal cronica, obesidade e doengas
periodontais (1).

Dentro das opgdes alimentares comercializadas atualmente, hd apenas alimentos secos
(racOes) que contém probioticos nas suas formulagdes. O processo de extrusdo do kibble (grao
de ragdo) e o ambiente ao qual o alimento é exposto promovem uma diminuic¢do na dose final
ingerida de microrganismos probidticos, sendo entdo, uma quantidade insuficiente para realizar
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seu efeito benéfico. Schmitz (2) menciona que, das ra¢des contendo probidticos estudadas,
todas apresentaram déficit de cepas quando comparado aos niveis de garantia e algumas sequer
apresentaram crescimento bacteriano relevante.

Entre os microrganismos utilizados como probioticos regulamentadas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), destacam-se Bacillus, Bifidobacterium,
Enterococcus e Lactobacillus, sendo considerados aditivos probioticos que podem ser
utilizados na alimentacdo animal. Ainda com relacdo a regulamentagdo, 0 MAPA estabelece
rotulagem e cepas a serem utilizadas como aditivos probidticos, porém néo estipula quantidades
efetivas a serem ingeridas por animais (3). Por conta disso, séo utilizados os dados da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (4), que prevé doses entre 108 e 10° UFC/g a ser
consumido diariamente.

Dentre os microrganismos que podem ser utilizados como probioticos, o Enterococcus
faecium foi selecionado, pois se destaca pela producdo de enterocinas, pela sua presenca
comensal no intestino de animais e por sua boa resposta quando utilizado para tratar diarreia
(5). O isolado Enterococcus faecium M7AN10, utilizado nesse estudo, ja possui potencial
probidtico comprovado in vitro nas condi¢cdes experimentais estudadas (6).

Em formulag6es comerciais para animais, observa-se a associacao de diferentes bactérias
probidticas. Por essa razdo foram selecionados outros dois isolados, o Lacticaseibacillus
rhamnosus LB 1.5 e o Lacticaseibacillus paracasei LB 6.4, também bactérias com potencial
probidtico comprovados (7), para associar-se com o E. faecium M7AN10. Dentro deste cenario,
se mostra indispensavel a busca por novos alimentos que contenham doses adequadas de
bactérias probioticas para serem utilizadas tanto na alimentacdo diéria de cdes, quanto como
adjuvante em tratamentos clinicos. Este estudo buscou estudar o isolado E. faecium M7AN10
como candidato probi6tico, explorando sua aplicacdo em matriz alimentar canina.

MATERIAL E METODOS
Microrganismos e condi¢des de cultivo

O trabalho foi desenvolvido com trés bactérias acido-lacticas isoladas de leite de bufala,
Enterococcus faecium M7AN10, Lacticaseibacillus paracasei LB 6.4, Lacticaseibacillus
rhamnosus LB 1.5, previamente identificadas (6,7). Os isolados estocados em caldo MRS com
glicerol 20% e armazenados a — 20 °C foram reativados em tubos contendo 3 mL de caldo
Mann, Rogosa and Sharpe (MRS) e incubados a temperatura de 37 °C, por 48 h.

Avaliacdo da inocuidade de Enterococcus faecium M7AN10

Para avaliacdo da atividade hemolitica, o isolado E. faecium M7AN10 foi inoculado em
Columbia Blood Agar, suplementado com 5% de sangue ovino, incubados a 37 °C por 48 h. As
placas de agar sangue foram examinadas quanto a presenca de f-hemolise (zonas claras ao redor
das col6nias), a-hemolise (zonas em tons de verde ao redor das colonias) ou y-hemolise (sem
zonas ao redor das coldnias) (8). Para a hidrdlise de gelatina, o isolado E. faecium M7AN10 foi
inoculado pela técnica de picada em tubos contendo gelatina nutriente (peptona bacterioldgica
(5 g/L), extrato de carne (3 g/L) e gelatina 12%). Os tubos foram incubados a 37 °C por 48 h e
colocados sob refrigeracdo a 4 °C por 30 min. Para a interpretacdo, foi analisado a consisténcia
do meio (9). Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizado como controle positivo em
ambos os testes.

A susceptibilidade de E. faecium M7AN10 aos antimicrobianos foi avaliada através da
técnica de disco-difusdo, como preconiza 0 método Kirby-Bauer (10). O microrganismo foi
cultivado em agar MRS e incubado a 37 °C por 24 h, diluido em solucgéo salina 0,85% e a
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turbidez ajustada de acordo com a escala 0.5 de McFarland. A seguir, a suspenséo foi semeada
em placas de agar Mueller-Hinton (MH), com suabe estéril. Os discos de antibiotico utilizados
foram: Ampicilina (10 pg), Cloranfenicol (30 pg), Eritromicina (15 pg), Estreptomicina (300
Kg), Gentamicina (10 pg), Linezolida (30 ug), Nitrofurantoina (300 pg), Norfloxacina (10 pg),
Tetraciclina (30 pg) e Vancomicina (1g). As placas foram incubadas a 37 °C por 18-24 h, para
a avaliacdo dos halos de inibicdo de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (11) e European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (12).

Avaliacdo da atividade antimicrobiana de Enterococcus faecium M7AN10 frente a
bactéerias patogénicas

Método da gota

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana de E. faecium M7AN10 a técnica da
gota foi empregada (13). O sobrenadante livre de células (SLC) foi obtido a partir do in6culo
de E. faecium M7AN10 a 1% cultivado em caldo MRS e incubado a 37 °C por 24 h. Placas
contendo &gar Mueller-Hinton foram previamente semeadas com suabe, utilizando uma
suspensdo das culturas de bactérias indicadoras, padronizadas de acordo com a Escala de
McFarland de 0.5. As placas foram incubadas a temperatura de 37 °C por 24 h e foi avaliada a
presenca de halos de inibi¢do, os quais foram medidos e expressos em milimetros (mm). As
bactérias indicadoras utilizadas foram Escherichia coli ATCC 10536, Listeria monocytogenes
ATCC 7644, Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Como controle, foi utilizada a bactéria indicadora Corynebacterium fimi NCTC 7547.

Método da estria radial

Para avaliacdo de atividade antimicrobiana de E. faecium M7ANZ10 pelo método da estria
radial, a metodologia descrita por Coman et al. (14) foi empregada. Uma aliquota de 50 pL de
E. faecium M7AN10 foi acrescida ao centro de uma placa contendo agar Mueller-Hinton e em
outra placa contendo agar nutriente com 5% de lactose, e incubado a 37 °C, por 48 h, em
microaerofilia. Posteriormente, suspensdes de bactérias indicadoras, padronizadas de acordo
com a Escala de McFarland de 0.5, foram inoculadas de forma radial (sentido borda-centro),
até o crescimento da cultura de E. faecium M7AN10. As placas foram mantidas a 37 °C por 24
h, em aerobiose e foi avaliada a inibicdo do crescimento das bactérias indicadoras. Este
experimento foi realizado em triplicata. Os isolados utilizados séo provenientes do Hospital
Veterinario da UFRGS: Acinetobacter sp., Micrococcus sp., Micrococcus luteus,
Corynebacterium sp., S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus sp., Pantoea ananatis, Bacillus sp., Leclercia adecarboxylata e a levedura
Candida guilhermondii. Como controle, foi utilizada a bactéria indicadora C. fimi NCTC 7547.

Avaliacéo da atividade enzimatica

A determinacdo da atividade proteolitica foi avaliada de forma qualitativa em agar leite
(&gar triptona de soja— TSA + 10 % de leite desnatado bovino). O isolado E. faecium M7AN10
foi inoculado pela técnica de picada em agar leite, em triplicata, e a placa foi incubada a 37 °C
durante 48 h. Os resultados foram determinados com base na formacéo de uma zona clara (halo
de proteolise) ao redor da col6nia e o diametro desta zona clara foi medido para avaliacdo da
atividade proteolitica (15). S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle positivo.
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Avaliagdo do potencial probiotico in vitro das bactérias acido-lacticas selecionadas
Avaliacdo da capacidade de producéo de exopolissacarideo

A capacidade de producdo de exopolissacarideo (EPS) do E. faecium M7AN10 foi
avaliada, conforme metodologia descrita por Freeman et al. (16). O isolado E. faecium
M7AN10 foi semeado pela técnica de esgotamento em placa contendo o meio Vermelho Congo
e incubado a 37 °C por 48 h. Os resultados positivos foram determinados com base na formacéo
de colbnias pretas, enquanto os ndao produtores de exopolissacarideo apresentaram crescimento
de col6nias com coloracdo rosa. S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle positivo e
o isolado Bacillus altitudinis 1.4 foi utilizada como controle negativo.

Avaliacdo da capacidade de autoagregagao

A capacidade de autoagregacdo de E. faecium M7AN10 foi analisada atraves da
metodologia descrita por Del Re et al. (17) com modificacdes. Inicialmente, o isolado foi
cultivado em caldo MRS a 37 °C por 24 h e centrifugado a 7.000 x g por 15 minutos, para
obtencdo do precipitado de células. Foram realizadas duas lavagens com PBS 1x (pH 7,0), para
retirar residuos de meio de cultivo. Os precipitados foram entdo ressuspendidos em 5 mL de
PBS 1x homogeneizados em vortex e incubados a temperatura ambiente por 5 h. A capacidade
de autoagregacdo do isolado foi avaliada individualmente durante o periodo de incubagdo da
suspensdo celular. Foram retiradas aliquotas de 100 pL nos tempos: inicial (to), 1 hora (t1), 2
horas (t2), 3 horas (t3), 4 horas (t1) e 5 horas (ts). Cada aliquota foi transferida para um tubo
contendo 3,9 mL de PBS 1 X e analisada em espectrofotdmetro Hitachi U-1100, para
determinacdo da densidade Optica a 600 nm (ODsoo). A capacidade de autoagregacdo foi
determinada pelo célculo a seguir, onde At representa a absorbancia em ty, to, t3, ta e ts, € Ao
representa o tempo inicial.

Auto-agregacédo (%) =1 — (At) x 100

A0
Preparo do cultivo misto de bactérias

Os isolados E. faecium M7AN10, L. paracasei LB 6.4 e L. rhamnosus LB 1.5 foram
cultivados em agar MRS a 37 °C por 48 h e transferidos individualmente para tubos contendo
5 mL de caldo MRS, sendo incubados a 37 °C por 24 h. Apds esse periodo, aliquotas de 100
ML de cada isolado foram transferidos para um tubo contendo 10 mL de caldo MRS, sendo
incubados a 37 °C por 24 h. Este cultivo misto foi utilizado para avaliar a tolerancia ao trato
gastrointestinal e sua viabilidade ao ser inoculado em matriz de alimento Uumido canino,
previamente esterilizado.

Tolerancia do cultivo misto de probi6ticos ao trato gastrointestinal em fluxo continuo

Para este estudo, foi utilizado um cultivo misto de bactérias, conforme descrito no item
2.5.3. Paraavaliar atolerancia as condicdes do trato gastrointestinal (TGI) realizou-se contagem
celular por microdiluicdo em trés condicdes: antes da exposicao ao TGI, ap6s exposi¢do ao suco
gastrico simulado (SGS) e apds exposicao ao suco intestinal simulado (SIS) (18).

Os isolados foram cultivados juntos em caldo MRS a 37 °C por 24 h e uma aliquota de
100 pL foi separada para contagem celular antes da exposicao a simulagdo do TGI. O cultivo
misto foi centrifugado a 7.000 x g por 10 min para obtencao do precipitado de células, e foram
realizadas duas lavagens com PBS 1x (pH 7,0) para retirada de residuos do meio de cultura.
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Para avaliar a toleréncia dos isolados as condi¢des do estdmago, foi preparada a solugdo de
suco gastrico simulado (SGS) (125 mM NaCl, 7 mM KCI, 45 mM NaHCO3, 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 37 °C por 90 minutos, mimetizando as condicdes
gastricas. Apos, uma aliquota de 100 L foi separada para contagem celular apds exposicao a
simulacdo do estdmago. Em seguida, os isolados foram centrifugados a 7.000 x g por 10
minutos para obtencdo do precipitado de células, e novamente foram realizadas duas lavagens
com PBS 1x. Para avaliar a tolerancia as condic6es do intestino, foi preparada a solucéo de suco
intestinal simulado (SIS) (22 mM NacCl, 3,2 mM KCI, 7,6 mM NaHCOs3, 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 minutos, mimetizando as condic¢des do
TGI. Por fim, uma aliquota de 100 pL foi separada para contagem celular apds exposicédo a
simulacdo do intestino. Este experimento foi realizado em triplicata.

Viabilidade das bactérias acido-lacticas selecionadas em matriz alimentar

A avaliacdo da sobrevivéncia do isolado E. faecium M7AN10 e do cultivo misto das
bactérias lacticas (E. faecium M7AN10, L. rhamnosus LB 1.5 e L. paracasei LB 6.4) foi
avaliado em matriz alimentar. Os microrganismos foram inoculados (108 UFC/mL) em uma
matriz alimentar para cdes (racdo Umida comercial) com 8% de umidade, previamente
esterilizada. O grupo controle do alimento foi realizado utilizando salina 0,85% previamente
esterilizada. Aliquotas de 100 uL foram coletadas no tempo 0 (to), tempo 1 (4° dia, t1) e tempo
2 (8° dia, tp). Para cada aliquota, foram realizadas microdiluicGes seriadas até 10 e inoculadas
em Plate Count Agar (PCA), a 37 °C por 48 h (19). Os resultados foram expressos em UFC/g
de matriz alimentar.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacdo da inocuidade de Enterococcus faecium M7AN10

A bactéria candidata a probidtico E. faecium M7AN10 apresentou y-hemolise, ou seja,
auséncia de atividade hemolitica. Esse resultado corrobora com os resultados obtidos por
Dincer e Kivang (20), onde foi avaliada a seguranca de isolados de E. faecium a partir da
atividade hemolitica e nenhum isolado demonstrou essa atividade. Resultados similares foram
encontrados por Fugaban et al. (21) ao avaliar a atividade hemolitica de E. faecium, isolados de
uma pasta de soja fermentada tradicional coreana. A atividade hemolitica é um dos fatores de
viruléncia conhecido entre microrganismos patogénicos (21). A auséncia desta propriedade é
um dos critérios de seguranca analisado em cepas estudadas como candidatas a probidtico.

A bactéria E. faecium M7AN10 apresentou resultados negativos para a degradacdo da
gelatina. Esse resultado corrobora com outros estudos com E. faecium encontrados na literatura
(21-23). A producéo de gelatinase também é conhecida como fator de viruléncia necessario
para a invasdo de patdgenos bacterianos, promovendo infeccdo sistémica (24). Além disso, a
gelatinase pode hidrolisar gelatina, caseina, hemoglobina, insulina, colageno e fibrinogénio,
logo a presenca desta atividade em isolados com potencial probidtico é uma caracteristica
indesejavel (21).
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O isolado E. faecium M7AN10 mostrou-se suscetivel a todos os antimicrobianos testados,
exceto a ciprofloxacina, classificando-se como intermediario. A resisténcia a ciprofloxacina
também foi descrita por Kim et al. (25). Em outro estudo, Amachawadi et al. (26) avaliaram a
suscetibilidade de E. faecium a antimicrobianos e verificaram suscetibilidade a gentamicina,
linezolida, nitrofurantoina, estreptomicina e vancomicina, indo ao encontro dos resultados
obtidos neste trabalho. Ja no estudo desenvolvido por Slyvka et al. (27), 0s enterococos
analisados também apresentaram alta sensibilidade a eritromicina, tetraciclina e vancomicina,
contudo os autores verificaram resisténcia a gentamicina e estreptomicina. A resisténcia aos
antimicrobianos € comum entre as bactérias do género Enterococcus, por sua capacidade de
adquirir resisténcia e transferir genes de resisténcia horizontalmente (26). Neste cenério, ser
suscetivel a diferentes antimicrobianos € uma caracteristica desejavel quando se pesquisa 0
potencial probiotico de uma bactéria. Ao ingerir uma bactéria probidtica, ela passa a participar
da microbiota intestinal, e por essa razdo a resisténcia aos antimicrobianos deve ser avaliada,
pois representa uma ameaca a satde animal (28).

Slyvka et al. (27) destacaram que isolados de E. faecium e Enterococcus durans
representam um risco menor para utilizacdo em alimentos, tendo em vista que possuem menos
determinantes de viruléncia reconhecidos do que Enterococcus faecalis. Geralmente, a
incidéncia de tais determinantes de viruléncia entre isolados de E. faecium é baixa, em
comparacdo com isolados de E. faecalis, provavelmente devido a presenca de plasmideos
responsivos a feroménios. Portanto, destaca-se que o0s resultados do presente estudo
demonstram a seguranca do E. faecium M7AN10, o que sugere que este isolado pode ser
utilizado em produtos alimentares.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana de E. faecium M7AN10 frente a bactérias
patogénicas

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana da E. faecium M7AN10 pelo método da gota,
ndo foram observados halos de inibicdo frente as bactérias indicadoras testadas (E. coli ATCC
10536, L. monocytogenes ATCC 7644, S. Enteritidis ATCC 13076 e S. aureus ATCC 25923).
Jé& para o controle utilizado, C. fimi NCTC 7547, foram observados halos de inibi¢cdo medindo,
aproximadamente, 5 mm (Tabela 1). Esse resultado difere do encontrado por Huang et al. (29),
onde foi observado atividade antimicrobiana de E. faecium B1 contra L. monocytogenes ATCC
19115. Ja em outro estudo desenvolvido por Sharma et al. (30), a enterocina purificada a partir
do sobrenadante da cultura de E. faecium 12a inibiu Salmonella enterica MTCC 733, Shigella
flexneri MTCC 1457, Vibrio cholerae MTCC3906, Escherichia coli MTCC 119 e Listeria
monocytogenes MTCC 657. No trabalho de Rahmani et al. (31), através do método de difusdo
de poco, os autores observaram efeitos inibitérios (zona de inibicdo > 23 mm) do SLC,
principalmente em P. aeruginosa e L. monocytogenes.

Ja na avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método da estria radial, E. faecium
M7AN10 demonstrou capacidade antimicrobiana, apresentando atividade bio-protetora frente
a Acinetobacter sp. 1, Corynebacterium sp. 4, Micrococcus luteus 33, Micrococcus luteus 43,
Micrococcus sp. 3, Micrococcus sp. 20, Micrococcus sp. 36 (Tabela 1). Através do mesmo
método, Coman et al. (14) verificaram que L. rhamnosus IMC 501 era capaz de inibir L.
monocytogenes 306, S. aureus ATCC 25923, E. coli DSM 1103, E. coli EPEC IMV1 e S.
Enteritidis DSM 14221.
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Destaca-se que a atividade antimicrobiana das BAL se deve a producdo de &cidos
organicos, didxido de carbono, perdxido de hidrogénio, diacetil, &cidos graxos e bacteriocinas
(27). Além disso, a capacidade de inibir bactérias patogénicas e deteriorantes de alimentos é
uma das propriedades de interesse ao se investigar uma cultura probiotica (31).

Tabela 1. Atividade antimicrobiana de Enterococcus faecium M7AN10, pelo método da estria
radial, frente a isolados do Hospital Veterinario da UFRGS.
Halo de inibicdo (mm)

Isolado 4gar Mueller-Hinton agar nutlriente com 5%
actose

Acinetobacter sp. 1 0 8,3
Bacillus sp. 38 0 0
Candida guilhermondii 46 0 0
Corynebacterium sp. 4 0 4,7
Corynebacterium sp. 14 17,5 8,7
Leclercia adecarboxylata 50 0 0
Micrococcus luteus 33 11,5 16,5
Micrococcus luteus 43 22 12
Micrococcus sp. 3 17,3 16,7
Micrococcus sp. 20 16,7 0
Micrococcus sp. 36 16,5 0
Pantoea ananatis 29 0 0
Staphylococcus aureus 13 0 0
Staphylococcus epidermidis 12 0 0
Staphylococcus epidermidis 18 0 0
Staphylococcus haemolyticus 6 0 0
Staphylococcus haemolyticus 55 0 0
Staphylococcus sp.35 0 0
Staphylococcus sp.39 0 0
Staphylococcus sp. 42 0 0
Corynebacterium fimi NCTC 7547 0 0

Avaliacdo da atividade enzimética

No presente estudo, foi realizado o teste da atividade proteolitica de forma qualitativa
com &gar leite. Foram observados halos ao redor do isolado E. faecium M7AN10, indicando
hidrolise da caseina, ou seja, o isolado apresentou atividade proteolitica. Resultados
semelhantes foram encontrados por Kordesedehi et al. (32) ao avaliarem de forma qualitativa a
atividade proteolitica de E. faecium em &gar leite-citrato. Nos estudos desenvolvidos por Sousa
etal. (33), Enterococcus sp. BW32, isolado de soro de leite de bufala e, Enterococcus sp.GW33,
isolado de soro de leite de cabra, apresentaram atividade proteolitica em &gar leite. J& Dinger e
Kivan¢g (20) avaliaram a atividade proteolitica de maneira quantitativa com tirosina e
verificaram que E. faecium 29-P2, E. faecium 168-P6 e E. faecium 277-S3 demonstraram 0,340
mg tirosina/mL, 0,041 mg tirosina/mL e 0,007 mg tirosina/mL, respectivamente.

Papadimitriou et al. (34) sugeriram, em seu trabalho, que a atividade proteolitica de
bactérias do género Enterococcus se sobressai com relacdo as outras BALs. Na producdo de
alimentos, o0s autores citam a importancia dessa atividade na producédo de peptideos bioativos e
na reducdo da alergenicidade das proteinas derivadas do leite. Segundo Kordesedehi et al. (32),
a proteodlise do leite pode reduzir a quantidade de epitopos antigénicos e, por consequéncia,
diminuir a alergenicidade do leite. Além disso, os produtos metabdlitos produzidos por BAL,
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como proteases, podem ser utilizados para o desenvolvimento de sabor e aroma de alimentos
(20).

Avaliacao do potencial probidtico in vitro das bactérias acido-lacticas selecionadas
Avaliacdo da capacidade de producéo de exopolissacarideos

Apbs 48 horas de incubacdo, observou-se a formacdo de col6nias pretas, confirmando
que E. faecium M7AN10 é produtor de EPS. O controle positivo utilizado, S. aureus ATCC
25923, também apresentou coldnias pretas, enquanto B. altitudinis 1.4, utilizado como controle
negativo, apresentou coldnias roseas, comprovando a eficacia do meio. Resultados similares
foram encontrados por Ghattargi et al. (23) ao observarem que E. faecium 170M39 foi produtor
de EPS. No entanto, resultados contrarios foram obtidos por Dincer e Kivang (20) ao
verificarem que E. faecium 29-P2, E. faecium 168-P6 e E. faecium 277-S3 ndo foram produtores
de EPS, ressaltando a variabilidade entre os diferentes isolados de E. faecium.

Destaca-se que os EPS produzidos por bactérias probidticas sdo de grande importancia
porque sdo geralmente considerados seguros (GRAS) e utilizados para atividades bioldgicas in
vitro, bem como em condic¢des in vivo. Os EPS sdo explorados nas industrias alimenticia,
cosmética e farmacéutica. Sdo amplamente estudados em aplicagcdes farmacoldgicas como
anticoagulantes, antialérgicos, antitromboticos e imunomoduladores (35). Além disso, Song et
al. (36) ressaltam a aplicacdo de EPS como aditivos naturais em alimentos, usados como
emulsificantes e estabilizantes. Os autores também enfatizam que as propriedades fisicas dos
EPS aumentam a colonizagdo de bactérias probioticas no TGI, promovendo suas caracteristicas
funcionais.

Avaliacdo da capacidade de autoagregacao

A média da autoagregacdo do E. faecium M7AN10 obtida foi de 33,50%, sendo ts o
intervalo com maior capacidade de autoagregacédo (50,95%). De acordo com Brandalize (5), a
autoagregacao esta relacionada com a capacidade de adesdo no epitélio intestinal, sendo assim
um dos critérios utilizados para selecionar bactérias candidatas a probidtico. Essa caracteristica
estd associada a varias funcionalidades das células bacterianas, como a capacidade de se adaptar
a ambientes estressantes e evitar respostas imunes do hospedeiro (21).

O resultado do presente estudo foi superior ao encontrado por Espeche et al. (37), onde o
isolado Enterococcus faecium CRL1839 apresentou uma autoagregacao de 10,96%. Entretanto,
Fugaban et al. (21) encontraram altos niveis de autoagregacdo (>50%) para Enterococcus
faecium ST651ea, Enterococcus faecium ST7119ea e Enterococcus faecium ST7319ea. Ja nos
estudos de Brandalize (5), dos 54 isolados analisados, 32 apresentaram capacidade de
autoagregacao, representando 60% dos E. faecium analisados. Em outro trabalho, Zommiti et
al. (38) estudaram E. faecium isolado de carne seca artesanal da Tunisia “Dried Ossban”. Os
autores verificaram que E. faecium MZF4 apresentou o nivel mais baixo de autoagregacao
(50%), enquanto E. faecium MZF2 e E. faecium MZF1 apresentaram 0s niveis mais elevados
com 94% e 96%, respectivamente. Destaca-se que a autoagregacao provou ser especifica da
cepa e pode variar dentro do mesmo grupo taxonémico (39).

A autoagregacdo € considerada uma vantagem para microrganismos probioticos
considerando que prediz possiveis propriedades de adesdo in vitro ao epitélio intestinal,
auxiliando na colonizagdo do microrganismo probidtico e prevenindo a colonizacdo de
bactérias patogénicas (21,38). Apesar da literatura indicar isolados com melhores niveis de
autoagregacao, ndo se exclui o potencial do E. faecium M7AN10 como probidtico, visto que 0s
resultados encontrados confirmam a capacidade deste isolado de ades&o ao epitélio intestinal.
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Tolerancia do cultivo misto de probioticos ao trato gastrointestinal em fluxo continuo

A tolerancia ao trato gastrointestinal do isolado E. faecium M7AN10 ja foi estudada por
Kurtz et al. (6), contudo neste trabalho foi utilizado um protocolo simulando o TGI em forma
de fluxo continuo. Para este experimento um cultivo misto de 3 isolados de bactérias lactica (E.
faecium M7AN10, L. rhamnosus LB 1.5 e L. paracasei LB 6.4) foi exposto ao SGS e SIS, por
periodos correspondentes ao da digestao.

Sendo assim, a viabilidade ao trato gastrointestinal foi determinada in vitro, sendo que
todos os pontos coletados (apos as lavagens com PBS 1X, apds expor ao SGS e apds expor ao
SIS) partiram de 9,60 + 0,65 log UFC/mL (aproximadamente 10° UFC/mL). O cultivo misto de
bactérias contendo E. faecium M7AN10, L. rhamnosus LB 1.5 e L. paracasei LB 6.4 se
manteve em concentracdo constante (Figura 1). Os valores médios ap6s 0 SGS se mantiveram
em aproximadamente 9,55 + 0,53 log UFC/mL e ap6s o SIS em aproximadamente 9,50 + 0,84
log UFC/mL.
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Figura 1. Concentracdo do cultivo misto de bactérias contendo E. faecium M7AN10, L.
rhamnosus LB 1.5 e L. paracasei LB 6.4, apds a exposi¢do ao trato gastrointestinal
em fluxo continuo.

O cultivo misto deste estudo apresentou-se com concentracdo constante, diferente do
encontrado por Amaral et al. (40), onde o isolado estudado se manteve constante apenas apos a
exposicao as condi¢des gastricas. J& Succi et al. (41) identificaram um decréscimo na contagem
de L. rhamnosus ao exp06-lo a um ambiente acido, enquanto neste trabalho as contagens se
mantiveram praticamente constantes. Diversas cepas de L. paracasei sofreram reducdes quando
expostas ao pH &cido, a pepsina, a pancreatina e aos sais biliares (42).

Nos estudos de Zommiti et al. (38), todos E. faecium exibiram alta tolerdncia a acidez
apos exposicdo ao meio pH 3, e também foram tolerantes aos sais biliares, uma vez que todos
sobreviveram com sucesso em meio caldo MRS suplementado com 30 g/L de sal biliar,
refletindo a concentracao fisiologica da bile humana. Ja nos estudos desenvolvidos por Santos
et al. (39), E. faecium EMA485 e E. faecium EM925 foram expostos a condi¢des simuladas do
estdmago e do intestino delgado. Foi observado uma reducédo na contagem de células de 3,98
log UFC/mL para E. faecium EMA485 apds exposicdo a condi¢des simuladas de estbmago e
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intestino delgado. Resultados semelhantes foram registrados para E. faecium EM925, com
reducdo no namero de células de 3,03 log UFC/mL.

Os probidticos devem sobreviver no ambiente géstrico acido para alcangar o intestino
delgado e colonizar o hospedeiro, transmitindo assim os seus beneficios. As espécies de
Enterococcus sdo consideradas intrinsecamente resistentes ao acido. Embora existam
diferencas entre espécies e cepas, 0S organismos geralmente apresentam maior sensibilidade
em valores de pH abaixo de 3,0 (39). Portanto, a toleréncia aos acidos € uma das propriedades
desejaveis utilizadas para selecionar cepas potencialmente probioticas, o que foi possivel
verificar nesse estudo, tendo em vista que o cultivo misto de probidticos mantiveram-se viaveis
apos a exposicao ao trato gastrointestinal.

Viabilidade das bactérias acido-lacticas selecionadas em matriz alimentar

A avaliacdo da viabilidade do isolado E. faecium M7AN10 e do cultivo misto das
bactérias lacticas foi realizada em uma matriz alimentar para cdes. A contagem de E. faecium
M7AN10 na matriz alimentar no to foi de 8,09 + 0,06 log UFC/mL. No t1 a contagem foi de
8,07 £ 0,02 log UFC/mL e em t; foi de 8,07 + 0,10 log UFC/mL (Figura 2). Houve um
decréscimo na contagem de E. faecium M7AN10 presente na matriz alimentar, porém as
concentragcfes ndo se mantiveram abaixo de 8 log UFC/mL. Ja no cultivo misto, a contagem de
bactérias na matriz alimentar no to foi de 8,18 £ 0,06 log UFC/mL. No t; houve um aumento na
contagem, sendo 8,55 + 0,08 log UFC/mL, enquanto no t», houve um decréscimo na contagem,
de 8,44 £ 0,10 log UFC/mL (Figura 2).
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Figura 2. Viabilidade do cultivo misto de bactérias (E. faecium M7AN10, L. rhamnosus LB
1.5e L. paracasei LB 6.4) e do E. faecium M7AN10 em matriz alimentar canina.

Apesar da viabilidade das BAL ter sido observada por um periodo curto, é de extrema
importancia a manutengio da concentracdo de pelo menos 108 UFC/mL, visto que é o que
preconiza a ANVISA para consumo diario de probioticos. Até entdo, ndo foram encontrados
trabalhos realizando a inoculagdo de E. faecium em matriz alimentar para cées, entdo os
resultados observados se mostram promissores para novas pesquisas serem realizadas.
Contudo, no estudo de Vasconcelos (43) sdo descritos 0s probidticos comerciais destinados a
cdes e gatos, adicionados em formas farmacéuticas, encontrados no Brasil. O E. faecium
encontra-se presente na composi¢do de todos os probidticos comerciais listados.
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Além disso, os probioticos também tém sido amplamente utilizados como suplemento na
alimentacdo de frangos e suinos (44,45). Na medicina veterindria, existem evidéncias do
beneficio de alguns probidticos no tratamento da diarreia aguda e cronica, da atopia, da doenca
inflamatdria intestinal e como potenciais moduladores imunologicos (46). Cao et al. (47), por
exemplo, demonstraram que frangos alimentados com E. faecium tiveram uma melhora na
morfologia intestinal e melhor desempenho no crescimento. J& Huang et al. (48) observaram
que a suplementacéo de E. faecium na dieta de frangos de corte modulou a secre¢éo de citocinas
inflamatdrias, aumentando a expressdo de proteinas de adesdo e mantendo a barreira intestinal
contra a infeccdo de E. coli O78. Nos estudos de Taras et al. (49), verificou-se que o tratamento
com o probidtico Enterococcus faecium NCIMB 10415 diminui a mortalidade global pré-
desmame de leitdes de 16,2% em comparagdo com 22,3% no grupo de controle, alem de reduzir
0 numero de leitbes com diarreia pds-desmame (no grupo probidtico foi de 21% em comparacgédo
com 38% no grupo de controle).

Destaca-se ainda que o isolado E. faecium M7AN10 ja foi estudado anteriormente em
outras matrizes alimentares destinadas a humanos. No trabalho desenvolvido por Kurtz et al.
(6), o microrganismo foi encapsulado em alginato de sédio (2%) e sua viabilidade foi avaliada
em leite UHT. Apds 30 dias, a viabilidade desta cepa foi medida em 8 log UFC/mL. Além
disso, os autores também avaliaram, por 30 dias, o isolado E. faecium M7AN10 encapsulado
em bebida lactea comercial UHT sabor chocolate. No inicio do teste (tempo zero), 3,97+0,65
log UFC/mL desta bactéria ja havia sido liberada na bebida lactea achocolatada UHT; porém,
no 30° dia, a contagem de células viaveis nesta matriz alimentar aumentou para 7,37+0,45 log
UFC/mL. De acordo com os autores, esses resultados demonstraram que as microcapsulas
desempenharam um papel importante na manutencéo da viabilidade de E. faecium M7AN10.
Além disso, outras matrizes alimentares, além de leite e bebidas lacteas, podem receber
probioticos. No estudo desenvolvido por Machado et al. (50), E. faecium foi adicionado na
producdo de queijo coalho. Apos 20 dias o queijo coalho produzido com a inoculacéo de E.
faecium apresentou contagem viavel de BAL de 2,2x107 UFC/g, enquanto o queijo controle
apresentou contagem viavel de 5,4x10° UFC/g. Além disso, os autores verificaram que o queijo
produzido com o probidtico apresentou algumas alteragdes nas caracteristicas fisico-quimicas,
como maior acidez titulavel, menor pH e acentuado perfil de acidos organicos, mantendo
caracteristicas importantes, como cor e aceitabilidade sensorial.

CONCLUSAO

No presente trabalho, E. faecium M7AN10 foi avaliado quanto ao seu potencial
probidtico. A BAL foi considerada indcua, pois ndo apresentou atividade hemolitica e ndo
possui atividade da enzima gelatinase. Além disso, apresentou suscetibilidade a diferentes
antimicrobianos testados. O isolado apresentou atividade proteolitica, capacidade de producéo
de EPS e capacidade de autoagregacdo (33,50%). Ainda, o cultivo misto de E. faecium
M7AN10, Lacticaseibacillus rhamnosus LB 1.5 e Lacticaseibacillus paracasei LB 6.4
demonstrou tolerancia ao trato gastrointestinal.

Ao avaliar E. faecium M7AN10 e o cultivo misto em matriz alimentar para cdes, ambos
permaneceram na concentracdo 108 UFC/mL no periodo analisado, atendendo o que preconiza
a ANVISA para consumo diario de probioticos. Contudo, sugere-se para estudos futuros que, a
viabilidade das bactérias lacticas selecionadas em matriz alimentar, seja avaliada por um
periodo maior. Apesar disso, os resultados obtidos neste estudo foram positivos para confirmar
a utilizacdo do E. faecium M7AN10 como potencial probidtico para cées.

Além disso, é inquestionavel a necessidade de novas opg¢des no mercado quando se trata
de alimentos probioticos. Ressalta-se também a necessidade de uma legislacdo que defina
quantidades diarias de probidticos na alimentacdo animal, pois atualmente tem-se utilizado os
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limites determinados pela ANVISA, que se referem apenas a probidticos na alimentacdo
humana. Dessa forma, é possivel também exigir das empresas o fornecimento da dose minima
efetiva para um alimento animal ser considerado probidtico, o que atualmente ndo é viavel.
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