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RESUMO

Aditivos probiéticos possuem grande impacto na salde de caes, pois sabe-se
que é comum ocorrer casos de disbiose. E pouco abordado que essa disbiose também
afeta a saude de outros sistemas, podendo levar a elevacdo da propensédo de
doencas, e por isso tem se utilizado cada vez mais probibticos para manter uma
microbiota saudavel. Atualmente no mercado h& poucas opg¢bes de alimentos
completos com probidticos em sua composi¢cao, sendo elas racdes secas com baixa
dosagem do aditivo. Por isso foi levantada a hipotese de adicionar probidticos em
matriz alimentar canina (racdo umida). O isolado escolhido foi o Enterococcus faecium
M7AN10, o qual avaliou-se sua inocuidade, seu potencial probidtico e sua viabilidade
ao ser inoculado em matriz alimentar canina. Os resultados quanto a inocuidade
apresentaram auséncia de atividade hemolitica e de gelatinase. Foi observada a
atividade proteolitica, bem como a suscetibilidade a diversos antimicrobianos, também
comprovando sua inocuidade. Ainda, a bactéria E. faecium resistiu de forma constante
guando submetida ao trato gastrointestinal in vitro em conjunto com a
Lacticaseibacillus rhamnosus LB 1.5 e a Lacticaseibacillus paracasei LB 6.4. E.
faecium demonstrou producdo de exopolissacarideos e capacidade de auto-
agregacdo. Contudo, a bactéria em questao ndo apresentou atividade antimicrobiana
frente a patdgenos de interesse na medicina veterinéria, porém se manteve viavel
guando inoculada em matriz alimentar canina durante o periodo de oito dias. Com
base nesses resultados, o isolado em questdo, E. faecium M7AN10, é uma bactéria

candidata a probidtico que pode vir a ser usada como aditivo em alimento para caes.

Palavras-chave: Enterococcus faecium, probidtico, caes, matriz alimentar canina,

alimento probiético.



ABSTRACT

Probiotics additives have a great impact in canine health and animal welfare,
for their known predisposition to develop dysbiosis. However, it's not widelly debated
that dysbiosis can also afect other systems, and can actually increase the likelihood of
contracting other diseases. Therefore, the use of probiotics has increased to help
maintain a healthy microbiota. There is only a few currently available canine whole
foods in the market containing probiotics in its compaosition, usually being dry food with
a lower dosage of probiotics than the recommended. Therefore, the hypothesis of
adding probiotics to canine matrix food (wet food) was raised. The studied strain in this
work is the Enterococcus faecium M7AN10 and tests were performed to assess its
innocuity, its probiotic potential and its viability when inoculated in canine wet food.
The results related to innocuity showed absence of hemolytic and gelatinase activity.
E. faecium presented proteolytic activity and great susceptibility to several
antimicrobial drugs. E. faecium also proved to be resistant to the gastrointestinal tract
when inoculated in conjunction with Lacticaseibacillus rhamnosus LB 1.5 and
Lacticaseibacillus paracasei LB 6.4. E. faecium exhibited the production of
exopolysaccharides and the capacity to auto-aggregation. E. faecium it didn’t showed
antimicrobial activity againts the bacterial pathogens analyzed in this study, however
it remained viable when inoculated in canine matrix food for eight days. The results of
this experiment indicated that the E. faecium M7AN10 is a potential probiotic candidate

to be used as additive in canine diets.

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

Muitos cées sofrem de doencas gastrointestinais decorrentes de patégenos ou
mesmo alimentacdo. E comum se associar alteracbes da microbiota intestinal a
doencas que afetam diretamente o trato gastrointestinal (TGI), mas a disbiose,
definida como uma “alteracdo na composicdo da microbiota comensal que é
prejudicial ao hospedeiro”, também estd associada com doencas como, diabetes
mellitus tipo 1, doenca renal cronica, obesidade e doencas periodontais
(WERNIMONT et al., 2020).

Dentro das opcdes que encontramos comercialmente, ha apenas alimentos
secos (racbes) que contenham probidticos nas suas formulacdes. O processo de
extrusdo do kibble (grdo de racdo) e o ambiente ao qual o alimento é exposto
promovem uma diminuicdo na dose final ingerida de microrganismos probidticos,
sendo entdo, uma quantidade insuficiente para realizar seu efeito benéfico. Schmitz
(2021) menciona que, das racbGes contendo probidticos estudadas, todas
apresentaram déficit de cepas quando comparado aos niveis de garantia e algumas
sequer apresentaram crescimento bacteriano relevante.

Dentre os microrganismos utilizados como probidticos regulamentadas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), podemos citar Bacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus e Lactobacillus. Sdo considerados aditivos probidticos
que podem ser utilizados na alimentacdo animal. Ainda com relacdo a
regulamentacdo, o MAPA estabelece rotulagem e cepas a serem utilizadas como
aditivos probidticos, porém nédo estipula quantidades efetivas a serem ingeridas por
animais. Por conta disso, sdo utilizados os dados da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), que prevé doses entre 108 e 10° UFC/g a ser consumido
diariamente.

O Enterococcus faecium foi selecionado pois se destaca pela producao de
enterocinas, pela sua presenca comensal no intestino de animais e por sua boa
resposta quando utilizado para tratar diarreia (BRANDALIZE, 2013). O isolado
Enterococcus faecium M7AN10, utilizado nesse estudo, ja possui potencial probidtico
comprovado in vitro nas condi¢cbes experimentais estudadas (KURTZ et al., 2020).

Em formulagcdes comerciais, 0 mais comum é encontrar associacdo de
diferentes bactérias. Por essa razdo foram selecionados outros dois isolados, o

Lacticaseibacillus rhamnosus LB 1.5 e o Lacticaseibacillus paracasei LB 6.4, também
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bactérias com potencial probiético comprovados (BREYER et al.,, 2020), para
associar-se com o E. faecium M7AN10.

Dentro deste cenario, se mostra indispensavel a busca por novos alimentos
completos que contenham doses adequadas de bactérias probibticas para serem
utilizadas tanto na alimentacdo diaria de cdes, como adjuvante em tratamentos
clinicos. Este estudo buscou estudar o isolado E. faecium M7AN10 como candidato

probiético, explorando sua aplicagdo em matriz alimentar canina.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo buscar a proposicdo de um alimento
probiotico para caes, utilizando o isolado Enterococcus faecium M7AN10 em matriz

de alimento Gimido canino.

1.1.2 Objetivos Especificos

Avaliacdo da inocuidade do isolado bacteriano Enterococcus faecium
M7AN10;

Avaliacdo da atividade probidtica in vitro de um cultivo misto contendo
E. faecium M7AN10, L. rhamnosus LB 1.5 e L. paracasei LB 6.4 no trato
gastrointestinal em fluxo continuo;

Aplicacao e avaliagao da viabilidade dos isolados bacterianos estudados
(E. faecium M7AN10, L. rhamnosus LB 1.5 e L. paracasei LB 6.4) em

matriz alimentar canina (alimento Umido).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Probiéticos

Probidticos sdo microrganismos, normalmente bactérias e leveduras, gque,
gquando administrados nas quantidades adequadas, podem conferir beneficios a
saude. Para isso, é necessario realizar uma comprovacao da sua identidade, da sua
seguranca e dos beneficios que traz ao hospedeiro (ANVISA, 2021). Com relagéo a
seu uso em animais, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
define como probidtico, na instrucdo normativa n2 44, regulamentada em 15 de
dezembro de 2015, “cepas de microrganismos vivos (viaveis), que agem como
auxiliares na reposi¢cdo da microbiota do trato digestorio dos animais, contribuindo
para seu equilibrio”.

Para a comprovacao da seguranca, ou seja, da inocuidade do microrganismo,
alguns parametros sdo avaliados, como a suscetibilidade a antimicrobianos. Outras
caracteristicas que garantem a inocuidade de uma bactéria, por exemplo, sdo a
auséncia de atividade hemolitica e de genes de viruléncia (KURTZ et al., 2020). Ainda,
as atividades hemolitica e de gelatinase contribuem como fatores de viruléncia, e
representam um perigo para a saude (TSIGKRIMANI et al., 2022). Além de garantir a
inocuidade do microrganismo, € necessario que ele cumpra determinados requisitos,
como resistir ao trato gastrointestinal, onde é simulado in vitro um estresse &cido,
basico e de sais biliares, e se busca avaliar a sobrevivéncia do indculo. Também é de
grande interesse possuir habilidades de adesado e auto-agregacdo, o que confere a
capacidade de colonizar o epitélio intestinal e promover seus beneficios (BREYER et
al., 2020).

Outra determinacdo a ser cumprida para garantir a eficiéncia de um probidtico
€ a presenca de um numero satisfatorio de células viaveis no momento do consumo.
Geralmente a dose terapéutica minima diaria € entre 108 e 10° células viaveis,
correspondendo a 100 gramas de produto contendo 106 a 107 células viaveis por
grama (SAAD, 2006). Ressalta-se a importancia do consumo regular para que se
obtenha os beneficios desejados, uma vez que a colonizagdo destes microrganismos
ingeridos ndo é permanente, mas sim transitoria (GOMES, MALCATA, 1999). Esses
dados vao ao encontro com a determinacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA), que estipula na instru¢cdo normativa n2 28, regulamentada em 26
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de julho de 2018, que a quantidade minima viavel deva ser entre 108 e 10° unidades
formadoras de colénia (UFC), a ser consumida diariamente.

Os probidticos podem agir de diversas formas, dentre elas a competi¢cdo por
sitios de adesdo que bactérias patogénicas ocupariam no intestino, ou mesmo na
exclusdo competitiva (SAAD, 2006). Ainda, podem atuar modulando a microbiota,
agindo como uma barreira na mucosa intestinal impedindo a colonizacao por bactérias
patogénicas. Também podem agir no sistema imune, visto que mais de 70% das
células imunes estdo localizadas a nivel de intestino (BUTEL, 2014). Além dos
beneficios mais conhecidos, podemos citar também a reducdo da inflamacéo e
melhora da homeostase da glicose, importante para pacientes diabéticos (WIEERS et
al., 2020).

2.2 Bactérias usadas como probioticos

Os principais géneros de bactérias utilizados como probidticos na medicina
veterinaria regulamentados pelo MAPA séo Bacillus, Bifidobacterium, Enterococcus e
Lactobacillus (BRASIL, 2021). As bactérias acido-lacticas (BAL) sdo muito utilizadas
na producdo de alimentos tanto pela sua acao conservante, pois acidificam o meio,
guanto pela sua capacidade de melhorar o sabor, a textura e o valor nutricional (ILHA,
2015).

E importante ressaltar a mudanca taxonémica que ocorreu com algumas
espécies dentro do género Lactobacillus. ZHENG et al. (2020) propuseram a
subdivisdo de 261 espécies em 25 géneros, dentre eles o Lacticaseibacillus, que
engloba as bactérias L. paracasei e L. rhamnosus, ambas utilizadas neste trabalho.
Essa divisdo se deu para melhor agrupar as espécies conforme suas caracteristicas

genotipicas, fenotipicas e ecoldgicas.

2.2.1 Enterococcus faecium

As espécies de bactérias pertencentes ao género Enterococcus spp. S40 cocos
ovais Gram-positivas e anaerObias facultativas. Estdo presentes colonizando
intestinos de humanos e animais domésticos, bem como no ambiente (PAULA, 2019).
Ainda, sdo microrganismos mesofilos, cuja temperatura ideal para crescimento varia

entre 10°C e 45°C. Podem tolerar altas concentracbes de sais (até 6,5%) e uma
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variacdo de pH entre 4,4 e 9,6. Ao contrario de outros grupos de bactérias probioticas,
0 grupo Enterococcus € composto por microrganismos patogénicos e comensais
(DINCER, KIVANGC, 2021), contudo hé& isolados ndo patogénicos que sdo amplamente
utilizados como probidticos, devido as suas caracteristicas (MAPA, 2022).

Uma caracteristica importante deste grupo de bactérias e que tem grande
importancia em sua utilizacdo como probidtico € a producdo de bacteriocinas, as
enterocinas, que sdo capazes de inibir diversos patégenos de importancia alimentar
e clinica (MORENO et al, 2002). Além disso, o Enterococcus faecium se destaca por
ser colonizador do trato gastrointestinal, sendo indispensavel no tratamento de
diarreias e pela capacidade de agir no sistema enzimatico hepatico, reduzindo o
colesterol LDL (low density lipoprotein) (BRANDALIZE, 2013).

Como probidtico, o Enterococcus faecium € um microrganismo comercialmente
disponivel e aprovado para uso em caes (MAPA, 2022). Foi relatado que seu uso
induz variacGes nas concentracdes séricas de cobalamina e folato em cdes saudaveis
(LUCENA et al., 2019). Em outro estudo, Rose et al. (2017) avaliaram a eficacia desta
bactéria como coadjuvante no tratamento de diarreia em caes saudaveis em um
abrigo de animais, diminuindo significativamente a incidéncia desta condicdo. A

suplementacéo foi realizada na quantidade de 2 x 10° UFC/dia.

2.2.2 Outras bactérias lacticas

A bactéria Lacticaseibacillus rhamnosus é uma bactéria Gram-positiva
amplamente utilizada como probidtico por pertencer ao género Lacticaseibacillus spp.
(LOPES, 2016). Por sua vez, a bactéria Lacticaseibacillus paracasei, uma bactéria
que também é Gram-positiva, € amplamente encontrada em marcas comerciais de
leites fermentados e outros produtos lacteos (OLIVEIRA, 2009).

Ambas as bactérias probidticas sdo encontradas no leite de bufala nao
pasteurizado (BREYER et al., 2020) e de forma abundante na mucosa intestinal
humana (LOPES, 2016) , por exemplo. A temperatura otima de crescimento das
bactérias L. rhamnosus e L. paracasei varia entre 30°C e 40°C e o pH ideal para esse
crescimento € igual ou menor que 5,0. Sdo bactérias microaeroéfilas ou anaerdbias
facultativas, cujos efeitos benéficos estdo relacionados principalmente pela

modulacao da populacéo e atividade da microbiota intestinal (LOPES, 2016).



21

2.3 Alimentos probidticos e prebidticos na area pet

Ha atualmente no mercado op¢des de alimentos secos para cdes com
suplementacao de probidticos em sua composi¢do. Como exemplo, temos a racéo da
Wellness Complete Health (Wellness Pet Company, Inc., Tewksbury, MA, EUA),
alimento completo produzido nos Estados Unidos e suplementado com E. faecium,
além de outras bactérias probioticas. A concentracdo de bactérias usadas nesta racao
é de pelo menos 2 x 107 UFC/Ib, o que representa pouco mais de 4,4x10* UFC/g. No
Brasil dispomos, por exemplo, da racao Equilibrio Total Sensitive (ADM, Chicago, IL,
EUA), onde os niveis de garantia apontam uma presenc¢a de pelo menos 4 x 10*
UFC/g. Como néo ha regulamentacdo sobre concentracdo minima de probiéticos em
alimentos para cées, os parametros utilizados nesse estudo foram as recomendacdes
de consumo da ANVISA, com isso ressaltando a contagem consideravelmente baixa
dos alimentos ofertados no mercado. Em um estudo realizado com 19 alimentos
comerciais para caes e gatos, nenhum dos alimentos testados possuia todos os
microrganismos probiodticos alegados e mais de 25% dos alimentos, n&o
apresentaram um crescimento bacteriano relevante (SCHMITZ, 2021).

Com relacéo a producéao, o kibble de racéo passa pelo processo de extruséo,
gue ocorre a temperaturas que variam entre 150°C e 160°C. Essa temperatura elimina
microrganismos que possam contaminar o alimento, mas também inviabilizam as
bactérias probibticas. Esse, somado a fatores relacionados as acbes adversas do
ambiente, sdo fatores que reduzem a viabilidade dos probiéticos em alimentos secos
(RODRIGUES, 2018).

Outro aditivo possivel de se utilizar na alimentacdo de cées para auxiliar a
microbiota benéfica sdo os prebidticos. Conforme o MAPA, na instrugdo normativa n2
13 regulamentada em 30 de novembro de 2004, é definido como prebidtico
“‘ingredientes que nao séo digeridos pelas enzimas digestivas do hospedeiro, mas que
sao fermentados pela microbiota do trato digestorio dos animais contribuindo para seu
equilibrio”. Os prebidticos utilizados atualmente séo carboidratos nao-digeriveis, dos
qguais se sobressai a inulina e oligossacarideos, que fornecem carboidratos que
bactérias benéficas do intestino sdo capazes de fermentar (SAAD, 2006).

Na alimentacdo de cées, para realizar a extrusao dos kibbles de racao, é
comum a utilizacdo de amido. O amido, por ser de rapida digestao, pode gerar picos

de insulina e obesidade. Reis et al. (2017) identificaram em seu estudo a presenca de
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amido resistente, que é uma fracdo do amido que néo é degradado durante a digestao
e chega ao colon, onde atua como substrato para a microbiota local. Os autores
demonstram a funcionalidade do amido resistente como auxiliar no processo de
extrusdo e salienta sua funcdo prebidtica, por ndo sofrer hidrolise enzimatica e
participar de processos fermentativos. Infelizmente, de forma comercial, os prebidticos
também séo encontrados majoritariamente em forma de suplementos.

Até o presente momento, ndo foi encontrada uma opc¢éo de alimento imido

canino que contenha probidtico em sua composicéo.

2.4 Uso do probidtico como terapia adjuvante na clinica veterinaria

A qualidade da microbiota intestinal cumpre um papel importante na saude de
cées, pois esta diretamente relacionada ao sistema imune e na defesa contra
patdogenos. Cdes com problemas gastrointestinais tanto agudos quanto crénicos,
apresentam alteracdes importantes na microbiota intestinal, quando comparados a
animais saudaveis (GUARD et al., 2014). As alteracbes gastrointestinais em caes
podem ter origem alimentar ou ocorrem em decorréncia de algum patégeno, como
Escherichia coli, e podem ser ou ndo, autolimitantes. Nesse cendrio, a utilizacdo de
probidticos como o E. faecium ja se mostrou benéfico, melhorando a saude
gastrointestinal de caes a partir da modulac&o de sua microbiota (GOMEZ-GALLEGO
et al., 2016).

Na medicina de pequenos animais, sao muito utilizadas medicacdes como 0s
anti-inflamatérios (como corticoides) para o tratamento de caes, que indiretamente
alteram a composicdo de sua microbiota (WHITE et al., 2017). Sabendo-se disso, a
medicina veterinaria pode se beneficiar do uso de probidticos na sua rotina. Algumas
opc¢bes comerciais de probidticos que podemos utilizar estéo listadas na Tabela 1.

Além das alteragBes que ocorrem diretamente no trato gastrointestinal, uma
mudanca da microbiota também pode interferir em outros sistemas, como citado por
Wernimont et al. (2020): a disbiose impacta na saude renal, pois a composicao da
microbiota esta relacionada com a suscetibilidade individual de desenvolvimento de
doenca renal cronica. Outro sistema afetado € o enddcrino, que conforme os autores
h& relagéo direta entre disbiose e ocorréncia de diabetes mellitus tipo 1, além de
também impactar na predisposicdo a obesidade. Por fim, segundo os autores, ha

relacédo entre doencas periodontais, como periodontite e gengivite, e uma microbiota
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com prevaléncia de bactérias patogénicas, como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Corynebacterium canis.

A adicdo de probiéticos na alimentagéo de cdes pode reduzir a necessidade
de antibidticos, o que também auxilia na manutencdo da microbiota intestinal; além
disso, produtos com suplementacdo probidtica pode ainda auxiliar a melhora da
consisténcia das fezes em periodos de diarreia e reduzir a quantidade de patdgenos
no intestino, melhorando o bem-estar e promovendo uma recuperacao mais acelerada
(GOMEZ-GALLEGO et al., 2016).



Tabela 1 — Suplementos probiéticos comerciais para cées.
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Nome comercial (fabricante) ‘ Cepas

Dosagem

Fonte

Lactobac Dog® (Organnact)
Céaes Seringa dosadora com
16 g

Probiético para Cées e
Gatos® (Vetnil) Céaes e gatos
Seringa dosadora com 14 g

FloraFix® (Vencofarma) Caes
e Gatos Seringa dosadora
com15¢g

Biocanis Probiético (Ouro
Fino) Caes e gatos Seringa
coml4g

Probsil (Vansil) Cées e gatos
Seringa dosadora com 14 g

Biosan Flora (Biosan) Cées e
gatos Seringa dosadora com
14 g

Bacillus subtilis

Bifidobacterium bifidum
Enterococcus faecium

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus casei

Lactobacillus lactis

Saccharomyces cerevisiae

Bifidobacterium bifidum
Enterococcus faecium
Lactobacillus acidophillus
Lactobacillus plantarum

Saccharomyces cerevisiae

Bifidobacterium longum
Enterococcus faecium

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus casei

Lactobacillus acidophilus
Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Enterococcus faecium

Bacillus subitilis

Bifidobacterium bifidum
Enterococus faecium
Lactobacillus acidophilus

Saccharomyces cerevisiae

Bacillus subtilis

Bifidobacterium bifidum
Enterococus faecium

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus casei

Lactobacillus lactis

Saccharomyces cerevisiae

9,6x107 UFC/g
9,6x107 UFC/g
1,9x108 UFC/g
2,4x108 UFC/g
1,9x108 UFC/g
1,4x108 UFClg
9,4x107 UFC/g

3,33x107 UFCl/g
1,66x107 UFC/g
3,33x107 UFC/g
1,66x107 UFC/g
3,33x10° UFC/g

1x107 UFC/g
1x107 UFC/g
1x107 UFC/g
1x107 UFClg

3,33x108 UFC/g
3,33x106 UFC/g
3,33x106 UFC/g

2x108 UFClg
3x108 UFClg
2x108 UFC/g
3x108 UFC/g
3x108 UFC/g

3x10%° UFC/kg
2x10%° UFC/kg
2x10° UFC/kg
2x10° UFC/kg
2x10° UFC/kg
1x10° UFC/kg
8x10° UFC/kg

https://www.orga
nnact.com.br/pro
duto/para-seu-

pet/lactobac-dog/

https://vetnil.com.
br/produto/probiot
ico-r-vetnil-caes-
e-gatos

https://lwww.petlo
ve.com.br/reposic
ao-de-microbiota-
intestinal-flora-fix-
vencofarma/p

https://www.ourof
inopet.com/produ
tos/suplementos/
biocanis/

http://vansilsaude
animal.com/prod
uto/prob-sil/

http://biosan.ind.b
r/produtos/biosan
-flora-b12/

Fonte: Autoria propria.


https://www.organnact.com.br/produto/para-seu-pet/lactobac-dog/
https://www.organnact.com.br/produto/para-seu-pet/lactobac-dog/
https://www.organnact.com.br/produto/para-seu-pet/lactobac-dog/
https://www.organnact.com.br/produto/para-seu-pet/lactobac-dog/
https://vetnil.com.br/produto/probiotico-r-vetnil-caes-e-gatos
https://vetnil.com.br/produto/probiotico-r-vetnil-caes-e-gatos
https://vetnil.com.br/produto/probiotico-r-vetnil-caes-e-gatos
https://vetnil.com.br/produto/probiotico-r-vetnil-caes-e-gatos
https://www.petlove.com.br/reposicao-de-microbiota-intestinal-flora-fix-vencofarma/p
https://www.petlove.com.br/reposicao-de-microbiota-intestinal-flora-fix-vencofarma/p
https://www.petlove.com.br/reposicao-de-microbiota-intestinal-flora-fix-vencofarma/p
https://www.petlove.com.br/reposicao-de-microbiota-intestinal-flora-fix-vencofarma/p
https://www.petlove.com.br/reposicao-de-microbiota-intestinal-flora-fix-vencofarma/p
https://www.ourofinopet.com/produtos/suplementos/biocanis/
https://www.ourofinopet.com/produtos/suplementos/biocanis/
https://www.ourofinopet.com/produtos/suplementos/biocanis/
https://www.ourofinopet.com/produtos/suplementos/biocanis/
http://vansilsaudeanimal.com/produto/prob-sil/
http://vansilsaudeanimal.com/produto/prob-sil/
http://vansilsaudeanimal.com/produto/prob-sil/
http://biosan.ind.br/produtos/biosan-flora-b12/
http://biosan.ind.br/produtos/biosan-flora-b12/
http://biosan.ind.br/produtos/biosan-flora-b12/
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismos e condi¢gdes de cultivo

O trabalho foi desenvolvido com trés bactérias acido-lacticas isoladas de leite
de bdfala, Enterococcus faecium M7AN10, Lacticaseibacillus paracasei LB 6.4,
Lacticaseibacillus rhamnosus LB 1.5, previamente identificadas (BREYER et al., 2020;
KURTZ et al., 2020). Para o estudo, os isolados foram mantidos estocados em caldo
MRS com glicerol 20% e armazenados a - 20°C. Para a reativacdo, os isolados foram
transferidos para tubos contendo 3 mL de caldo Mann, Rogosa and Sharpe (MRS) e
incubados a temperatura de 30°C por 48 horas. Apdés seu crescimento, foram
semeados por esgotamento em placas com agar MRS e incubados a 37°C por 48

horas. A pureza das col6nias foi avaliada através de coloracdo de Gram.

Figura 1 — Cultivos isolados em placa, sendo elas Enterococcus faecium M7AN10 (A), Lacticaseibacillus

rhamnosus LB 1.5 (B) e Lacticaseibacillus paracasei LB 6.4 (C).

Fonte: autoria propria.

3.2 Preparo do cultivo misto de bactérias

Para este preparo, os isolados foram cultivados em agar MRS a 37°C por 48
horas e, em seguida, transferidos individualmente para tubos contendo 5 mL caldo
MRS, sendo incubados a 37°C por 24 horas. Apés esse periodo, aliquotas de 100 uL
de cada isolado foram transferidos para um tubo contendo 10 mL de caldo MRS,
sendo incubados a 37°C por 24 horas. Este cultivo misto foi utilizado para avaliar a
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tolerancia ao trato gastrointestinal e sua viabilidade ao ser inoculado em matriz de

alimento umido canino.

3.3 Avaliagdo dainocuidade de Enterococcus faecium M7AN10

3.3.1 Avaliacao da atividade hemolitica

Para avaliar a atividade hemolitica, o isolado E. faecium M7AN10 foi semeado
em placas de agar Columbia Blood Base suplementado com 5% de sangue de
carneiro, e incubados a 30°C por 48 horas. As placas de agar sangue foram
examinadas para determinar sinais ou ndo de halos ao redor das colonias, sugerindo
hemolise dos eritrocitos (NHU et al., 2019). A atividade hemolitica foi classificada em
a-hemodlise (halos esverdeados, hemalise parcial), B-hemalise (halos claros, hemolise
total) e y-hemdlise (sem a presenca de halos, auséncia de atividade hemolitica). A
cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle positivo a 37°C
por 48 horas.

3.3.2 Avaliacao da atividade de gelatinase

Para avaliar a atividade de gelatinase, o isolado foi inoculado pela técnica de
picada em tubos de ensaios contendo &gar gelatina (peptona bacteriolégica, extrato
de carne e gelatina 12%). Os tubos foram incubados a 30°C por 48 horas e colocados
na geladeira a 4°C por 30 minutos, apés o periodo de incubacao.

Para a interpretacdo, se a gelatina permanecesse solida, o teste seria
considerado negativo para producdo da gelatinase. Se a gelatina se apresentar
liquefeita, a prova devera ser considerada positiva (MARRA et al., 2007). A cepa

Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizado como controle positivo.

3.3.3 Avaliagéo da atividade enziméatica

A determinagédo da atividade proteolitica foi avaliada com o meio agar leite. O
isolado E. faecium M7AN10 foi cultivado em agar MRS a 37°C durante 48 horas. Apos,
foi inoculado pela técnica de picada em agar leite 10% em triplicata e a placa foi

incubada a 30°C durante 48 horas. Os resultados foram determinados com base na
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formacdo de uma zona clara (halo de protedlise) ao redor da col6nia, e o diametro
desta zona clara foi medido para avaliacdo da atividade proteolitica (RAVESCHOT et
al., 2020). A cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle
positivo incubado a 37°C por 48 horas.

3.3.4 Suscetibilidade aos antimicrobianos

A susceptibilidade de E. faecium M7AN10 aos antimicrobianos foi avaliada
através da técnica de disco-difusdo, como preconiza o método Kirby-Bauer (1966).
Para realizacdo desse ensaio, o microrganismo foi cultivado em agar MRS e
incubados a 37°C por 48 horas. Apés o crescimento, o isolado foi transferido para um
tubo de ensaio contendo solucéo salina 0,85% e ajustado de acordo com a escala 0,5
de McFarland. A seguir, a suspenséo foi semeada em placas de agar Mueller-Hinton,
em trés direcbes, com o auxilio de um suabe estéril. Os discos de antibiético foram
distribuidos sobre as placas de forma equidistante, e em seguida foram incubadas a
30°C por 24 horas, para a avaliacdo dos halos de inibicdo. Os antibiéticos utilizados
foram: Ampicilina (10 pg), Cloranfenicol (30 ug), Eritromicina (15 pg), Estreptomicina
(300 ug), Gentamicina (10 pg), Linezolida (30 pg), Nitrofurantoina (300 pg),
Norfloxacina (10 pg), Tetraciclina (30 pg) e Vancomicina (ug). Para interpretar os
resultados, foram utilizados como referéncia o CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) e o EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing).

3.4 Avaliagdo do potencial probidtico in vitro das bactérias acido-lacticas

selecionadas

3.4.1 Avaliacédo da capacidade de producédo de exopolissacarideo

A capacidade de producdo de exopolissacarideo (EPS) do E. faecium
M7AN10 foi avaliada com o meio Vermelho Congo, conforme metodologia descrita
por Freeman et al. (1989). O isolado E. faecium M7AN10 foi cultivado em agar MRS
a 37°C durante 48 horas. Apoés, foi semeado pela técnica de esgotamento em placa

contendo o meio Vermelho Congo e incubado a 37°C por 48 horas. Os resultados
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positivos foram determinados com base na formacdo de colbnias pretas com
consisténcia seca e cristalina, enquanto os nédo produtores de exopolissacarideo
formam colbnias rosadas. A cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada
como controle positivo incubado a 37°C por 24 horas e o isolado Bacillus altitudinis

1.4 foi utilizada como controle negativo incubado a 37°C por 24 horas.

3.4.2 Avaliacao da capacidade de auto-agregacgao

A capacidade de auto-agregacao de E. faecium M7AN10 foi analisada através
da metodologia descrita por Del Re et al. (2000) com modificages. Inicialmente, o
isolado foi cultivado em caldo MRS a 37 °C por 24 horas e centrifugado a 7.000x g por
15 minutos, 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 entdo ressuspendidos em 5 mL de PBS 1x (pH 7,0), homogeneizados em
vortex, e incubados a temperatura ambiente por 5 horas.

Para avaliar a capacidade de autoagregacdo do isolado, avaliou-se
individualmente durante o periodo de incubacdo da suspensdo celular. Foram
retiradas aliquotas de 100 pL nos tempos: inicial (to), 1 hora (t1), 2 horas (t2), 3 horas
(t3), 4 horas (t4) e 5 horas (ts). Cada aliquota foi transferida para um tubo contendo 3,9
mL de PBS 1 X (pH 7,0), e analisada em espectrofotdmetro Hitachi U-1100, para
determinacao da densidade 6ptica a 600 nm (ODsoo).

A capacidade de auto-agregacao foi determinada pelo célculo a seguir, onde

At representa a absorbancia em ti, tz, t3, t4 e ts, € Ao representa o tempo inicial.
Auto-agregacao (%) =1 — (AA—;) x 100
3.4.3 Tolerancia do cultivo misto de probibticos ao trato gastrointestinal em fluxo

continuo

Para este estudo, foi utilizado um cultivo misto de bactérias contendo E.
faecium M7AN10, L. rhamnosus LB 1.5 e L. paracasei LB 6.4. Para avaliar a tolerancia
as condicdes do trato gastrointestinal (TGI) realizou-se contagem celular por

microdiluicdo em trés condi¢des: antes da exposi¢cao ao TGI, ap0s exposi¢cado ao suco
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gastrico simulado (SGS) e ap0s exposicdo ao suco intestinal simulado (SIS)
(IRAPORDA et al., 2019).

Os isolados foram cultivados juntos em caldo MRS a 37°C por 24 horas e uma
aliquota de 100 uL foi separada para contagem celular antes da exposicdo a
simulacédo do TGI. O cultivo misto foi centrifugado a 7.000x g por 10 min para obtencao
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 condicdes do estbmago, foi preparada a solucéo de suco gastrico simulado (SGS)
(125 mM NaCl, 7 mM KCI, 45 mM NaHCOs, 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 condi¢cfes gastricas.
Apods, uma aliquota de 100 pL foi separada para contagem celular apds exposicéo a
simulacdo do estbmago. Em seguida, os isolados foram centrifugados a 7.000x g por
10 minutos para obtencao 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¢fes do intestino, foi preparada a solu¢cdo de suco
intestinal simulado (SIS) (22 mM NacCl, 3,2 mM KCI, 7,6 mM NaHCOs, 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 condi¢Bes do TGI. Por fim, uma aliquota de 100 pL foi
separada para contagem celular ap0s exposicdo a simulacdo do intestino. Este

experimento foi realizado em triplicata.

3.5 Avaliacdo da atividade antimicrobiana de Eenterococcus faecium M7AN10

frente a bactérias patogénicas

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana de E. faecium M7AN10 a
técnica da gota foi empregada (MOTTA, BRANDELLI, 2002). Foi obtido o
sobrenadante livre de células a partir do in6culo de E. faecium M7AN10 a 1% cultivado
em caldo MRS e incubado a 30°C por 24 horas. Foi utilizado um cultivo de E. faecium
M7AN10 em placa MRS incubada a 37°C por 48 horas. Placas contendo agar Mueller-
Hinton foram previamente semeadas com suabe, utilizando uma suspensédo 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 horas e
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foi avaliada a presenca de halos de inibicdo, 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.

3.6 Viabilidade das bactérias acido-lacticas selecionadas em matriz alimentar

Para a avaliacdo da sobrevivéncia das culturas probiéticas o cultivo misto das
bactérias lacticas (E. faecium M7AN10, L. rhamnosus LB 1.5 e L. paracasei LB 6.4) e
o E. faecium isolado foram inoculados em uma matriz alimentar para caes (racao
Umida) com 8% de umidade, previamente esterilizada. O in6culo inicial de 108 UFC/mL
foi preparado em caldo MRS e adicionado nesta matriz para a avaliacdo da viabilidade
celular deste cultivo ao longo de 8 dias. O grupo controle do alimento foi realizado
utilizando salina 0,85% previamente esterilizada, realizando contagens a cada ponto
coletado. Aliquotas de 100 pL foram coletadas no tempo O (to), tempo 1 (t1) e tempo 2
(t2), espacados em intervalos de 4 dias. Para cada aliquota, foram realizadas 6
microdiluicbes (MILES et al., 1938). As diluicbes foram inoculadas em placa PCA

(Plate Count Agar) e incubado a 37°C por 48 horas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagdo dainocuidade de Enterococcus faecium M7AN10

4.1.1 Avaliacdo da atividade hemolitica

A atividade hemolitica de uma bactéria pode ser classificada em a-hemdlise
(quando ha coloragao esverdeada ao redor das colonias), B-hemdlise (formacéo de
halo claro ao redor das colbnias) e y-hemolise (sem coloracdo ou formacao de
halo), que indica a auséncia de hemolise (TSIHKRIMANI et al., 2022).

A bactéria candidata a probidtico E. faecium M7AN10 ndo apresentou
atividade hemolitica, ou seja, apresentou y-hemdlise. A cepa controle, S. aureus

ATCC 25923, apresentou B-hemdlise, como mostra a figura 2.

Figura 2 — Avaliacdo da atividade hemolitica de Enterococcus faecium M7AN10 (B, C e D) e da cepa controle
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (A).

Fonte: autoria propria.

Esse resultado vai ao encontro com os resultados obtidos por Dinger e
Kivang, (2021), onde avaliam a seguranca de isolados de Enterococcus faecium a
partir da atividade hemolitica e da resisténcia a diferentes antimicrobianos. Os
autores ndo encontraram atividade hemolitica em nenhum dos isolados estudados.
Em outro trabalho realizado por Choeisoongnern et al. (2021), a bactéria estudada,
E. faecium, isolada de bebidas fermentadas, apresentou y-hemolise, indicando que

nao houve hidroélise dos eritrécitos e garantindo a seguranca do isolado. Apesar dos



32

autores ndo terem encontrado o mesmo resultado, o isolado também foi
considerado seguro e candidato a probidtico.

A atividade hemolitica esta associada com fatores de viruléncia, sendo
potencialmente prejudiciais (FUGABAN et al., 2021), e por essa razdo é de grande
importancia a auséncia de atividade hemolitica em cepas estudadas como

candidatas a probiotico.

4.1.2 Avaliacao da atividade de gelatinase

A bactéria E. faecium M7AN10 apresentou resultados negativos para a
degradacéo da gelatina. A cepa utilizada como controle, S. aureus ATCC 25923,
apresentou resultado positivo para hidrdlise de gelatina.

Gelatinase € um fator de viruléncia em bactérias que hidrolisam a gelatina,
caseina, hemoglobina e outros compostos bioativos. A producdo de gelatinase
também é conhecida como fator de viruléncia necessario para a invasdo de
patégenos bacterianos, promovendo infec¢do sistémica (BINDU, LAKSHMIDEVI,
2020).

De acordo com Ghattargi et al. (2018), o isolado estudado de E. faecium
nao realiza hidrolise de gelatina. Fugaban et al. (2021), em seu estudo, onde
mencionam que a gelatinase pode degradar colageno, hemoglobina e outros
peptideos que possuem um papel importante na linha de defesa de animais,
também ndo obtiveram resultados positivos para atividade de gelatinase nos
isolados estudados. Outro trabalho, realizado por Tan et al. (2013), avaliou-se o E.
faecium isolado de fermento. Os autores também ndo observaram nenhum fator de
viruléncia associados ao isolado, ndo possuindo atividade de gelatinase nos testes

realizados.
4.1.3 Avaliagdo da atividade enzimatica
Com relagdo a atividade enzimética, o E. faecium M7AN10 apresentou

atividade proteolitica, como pode-se observar nos halos da Figura 3. Este teste foi

realizado de forma qualitativa, para avaliar a presenca ou nao de proteolise.
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Figura 3 — Atividade proteolitica presente no isolado Enterococcus faecium M7AN10 (E1, E2 e E3) e na cepa
controle Staphylococcus aureus ATCC 25923 (C1, C2 e C3).

Fonte: autoria propria.

Papadimitriou et al. (2021) sugeriram, em seu trabalho, que a atividade
proteolitica de bactérias do género Enterococcus se sobressai com relacdo as
outras BALs. Na producdo de alimentos, os autores citam a importancia dessa
atividade na producao de peptideos bioativos (aumentam a eficiéncia alimentar) e
na reducgéo da alergenicidade das proteinas derivadas do leite.

Semelhantes resultados foram encontrados por Dinger e Kivang (2021),
onde suas cepas de E. faecium também apresentaram atividade proteolitica. A
protedlise do leite, segundo Kordesedehi et al. (2018), pode reduzir a quantidade
de epitopos antigénicos e, por consequéncia, diminuir a alergenicidade do leite.
Nesse mesmo estudo, Kordesedehi et al. (2018) obtiveram resultados que

corroboram com os encontrados neste trabalho.

4.1.4 Suscetibilidade aos antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos é comum entre as bactérias do género
Enterococcus, por sua capacidade de adquirir resisténcia e transferir genes de
resisténcia horizontalmente (AMACHAWADI et al., 2018). Neste cenario, ser
suscetivel a diferentes antimicrobianos € uma caracteristica desejavel quando se
pesquisa o potencial probiético de uma bactéria. Ao ingerir uma bactéria probiodtica,
ela passa a participar da microbiota intestinal, e por essa razdo a resisténcia aos
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antimicrobianos deve ser avaliada, pois representa uma ameaca a saude animal
(PAULA, 2019).

ApGs 24 horas de incubacéo, o isolado E. faecium mostrou-se suscetivel a
todos os antimicrobianos testados, exceto a Ciprofloxacina, classificando-se como
intermediario (Tabela 2).

Estes dados sdo de grande importancia, pois ha diversas bactérias do
género Enterococcus que sao resistentes a Vancomicina, como mostra Raza et al.
(2018). A resisténcia a Ciprofloxacina também é descrita por Kim et al. (2018).

Em outro estudo, Amachawadi et al. (2018) avaliaram E. faecium isolado de
probioticos utilizados em animais de producéo, identificou-se suscetibilidade a
gentamicina, linezolida, nitrofurantoina, estreptomicina e vancomicina, indo ao

encontro dos resultados obtidos neste trabalho.

Tabela 2 — Perfil de suscetibilidade de Enterococcus faecium M7AN10.

Antimicrobiano | Cddigo | Concentracéo (ug) | Interpretacdo | Fonte

Estreptomicina EST 300 23mm=S EUCAST
Eritromicina ERI 5 30mm=S CLSI
Norfloxacina NOR 10 199mm=S CLSI
Linezolida LNZ 30 28mm=S CLSI
Nitrofurantoina NIT 300 23mm=S CLSI
Ampicilina AMP 10 33mm=3S CLSI
Ciprofloxacina  CIP 5 18 mm = | CLSI
Cloranfenicol CLO 30 29mm=S CLsI
Gentamicina GEN 10 199mm=S EUCAST
Tetraciclina TET 30 33mm=S CLSI
Vancomicina VAN 30 23mm=S CLSI

Fonte: autoria propria.

4.2 Avaliagdo do potencial probiotico in vitro das bactérias acido-lacticas

selecionadas

4.2.1 Avaliacdo da capacidade de producédo de exopolissacarideos

Exopolissacarideos sdo macromoléculas extracelulares excretadas que
formam uma cépsula ou uma camada gelatinosa ligada ao microrganismo.
Bactérias probidticas produtoras de EPS sdo de grande importancia por sua

aplicabilidade em atividades como antimicrobiana, imunomoduladora, anti-
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inflamatoria e antioxidante (ANGELIN, KAVITHA, 2020). Song et al. (2021)
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 colonizacdo de bactérias probitdticas no TG,
promovendo suas caracteristicas funcionais.

Apoés 48 horas de incubacédo, observou-se a formacao de coldnias pretas
em grande quantidade, confirmando que o isolado é produtor de EPS. O controle
positivo apresentou colGnias pretas, enquanto no controle negativo as colbnias
permaneceram roseas, comprovando a eficacia do meio.

Esse dado vai ao encontro com os achados de Ghattargi et al. (2017) e
contrario aos resultados observados por Dinger e Kivang (2021), ressaltando a
variabilidade entre os diferentes isolados de E. faecium.

4.2.2 Avaliacdo da capacidade de auto-agregacao

A média da auto-agregacado do E. faecium M7AN10 obtida foi de 33,50%,
sendo ts o intervalo mais significativo (50,95%). Conforme o trabalho de
(BRANDALIZE, 2013), a auto-agregacao esta relacionada com a capacidade de
adesdao no epitélio intestinal, sendo assim uma boa forma de selecionar bactérias
candidatas a probidtico. Essa caracteristica estd associada a Vvarias
funcionalidades das células bacterianas, como a capacidade de se adaptar a
ambientes estressantes e evitar respostas imunes do hospedeiro (FUGABAN et al.,
2021).

Este dado € superior ao encontrado por Brandalize (2013), onde o isolado
E. faecium apresentou uma auto-agregacao de 10,96%. Entretanto, Fugaban et al.
(2021) encontrou altos niveis de auto-agregacgéao para o E. faecium estudado, acima
de 50%. Em outro trabalho, Zommiti et al. (2018), que estudou E. faecium isolado
de carne seca tunisina, também encontrou altos niveis de auto-agregacao, variando
entre 50% e 96%. Esses dados, apesar de indicarem que ha isolados com melhores
niveis de auto-agregacao, ndo excluem o potencial do E. faecium M7AN10 como
probidtico, visto que os resultados encontrados confirmam a capacidade deste

isolado de adeséo ao epitélio intestinal.
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4.2.3 Tolerancia do cultivo misto de probidticos ao trato gastrointestinal em fluxo

continuo

A tolerancia ao trato gastrointestinal do isolado E. faecium M7AN10 j& foi
estudada por Kurtz et al. (2020), contudo neste trabalho foi utilizado um protocolo
simulando o TGI em forma de fluxo continuo. Ao invés de expor separadamente o
isolado aos diferentes estresses, a mesma amostra contendo um cultivo misto das
3 bactérias foi exposta as alteracdes de pH, aos sais biliares, e as enzimas
digestivas, por periodos de tempo correspondentes ao da digestao.

Sendo assim, a viabilidade ao trato gastrointestinal foi determinada in vitro,
sendo que todos os pontos coletados (ap6s as lavagens com PBS 1X, ap6s expor
ao SGS e apos expor ao SIS) partiram de 9,6 log UFC/mL (aproximadamente 10°
UFC/mL). O cultivo misto de bactérias contendo E. faecuim M7AN10, L. rhamnosus
LB 1.5 e L. paracasei LB 6.4 se manteve em concentracao constante, como mostra
o grafico representado na Figura 4. Os valores médios ap6s 0 SGS se mantiveram
em aproximadamente 9,55 log UFC/mL e apés o SIS em aproximadamente 9,50
log UFC/mL.

Figura 4 — Concentracdo de bactérias viaveis apés a exposi¢éo ao trato gastrointestinal em fluxo continuo.

Resisténcia ao trato gastrointestinal: cultivo misto de bactérias
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Fonte: autoria propria.

O cultivo misto apresentou-se com concentracao constante, indo contra o
encontrado por Amaral et al. (2017), onde o isolado estudado se manteve constante
apenas apos a exposicdo as condi¢des gastricas. Succi et al. (2005) identificaram
um decréscimo na contagem de L. rhamnosus ao exp6-lo a um ambiente acido,

engquanto neste trabalho as contagens se mantiveram praticamente constantes.
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Diversas cepas de L. paracasei sofreram reducfes quando expostas ao pH acido,

a pepsina, a pancreatina e aos sais biliares (SORNSENEE et al., 2021).

4.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana de Enterococcus faecium

M7AN10 frente a bactérias patogénicas

ApOGs o periodo de 24 horas de incubacdo, ndo foi observado halos de
inibicdo nas placas contendo crescimento das bactérias indicadoras (Escherichia
coli ATCC 10536, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella Enteritidis
ATCC 13076 e Staphylococcus aureus ATCC 25923). Ja o controle utilizado, a C.
fimi NCTC 7547, foram observados halos de inibicdo medindo 5 mm em média.

Esse resultado vai contra o encontrado por HUANG et al. (2016), onde foi
observado um significativo decréscimo no crescimento de Listeria monocytogenes.
Apesar disso, KURTZ et al. (2020), encontraram resultados semelhantes,
estudando E. faecium M7AN10, mesmo utilizando um protocolo diferente, que é o
de difusdo em agar com discos.

Outro estudo demonstrou atividade antimicrobiana contra Salmonella
Enteritidis, Escherichia coli e Listeria monocytogenes, contudo, para obter esses
resultados, foi necessario isolar a enterocina 12a do isolado E. faecium estudado
(SHARMA et al., 2021). Com isso, € possivel ainda avaliar a atividade
antimicrobiana do E. faecium M7AN10 utilizando diferentes protocolos.

4.4 \Viabilidade das bactérias acido-lacticas selecionadas em matriz

alimentar

As contagens das bactérias iniciaram a partir de dois in6culos contendo 8,2
logs UFC/mL (cerca de 10° UFC/mL), um para cada teste, sendo um deles
contendo apenas o E. faecium M7AN10 e outro contendo o cultivo misto (E. faecium
M7AN10, L. rhamnosus LB 1.5 e L. paracasei LB 6.4). Houve um decréscimo nas
contagens de ambas as racOes tratadas, porém as concentracdes ndo se
mantiveram abaixo de 8 log UFC/mL (108 UFC/mL) em nenhum dos dias, conforme
mostra o grafico ilustrado na Figura 5. As médias e desvios, descritas em log
UFC/mL, em to foram equivalentes a 8,17 (cultivo misto) e 8,09 + 0,06 (E. faecium
M7AN10); em t1 8,55 = 0,08 (cultivo misto) e 8,07 £ 0,02 (E. faecium M7AN10); e
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em t2 8,44 + 0,10 (cultivo misto) e 8,07 £ 0,10 (E. faecium M7AN10). As contagens
foram realizadas em placa contendo PCA, e as microdiluicbes foram avaliadas

conforme demonstra a Figura 6.

Figura 5 — Estabilidade das bactérias lacticas em matriz alimentar canina.

Viabilidade de cultivo misto e Enterococcus faecium M7AN10 em
matriz alimentar canina
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Fonte: autoria propria.

Apesar de ter sido observado contagens de BALs por um periodo curto, é
de extrema importancia a manutencdo da concentracdo de pelo menos 108
UFC/mL, visto que é o que preconiza a ANVISA para consumo diério de probidticos.
Até entdo, ndo foram encontrados trabalhos realizando a inoculacéo de E. faecium
em matriz alimentar, entdo os resultados observados se mostram promissores para

novas pesquisas serem realizadas.

Figura 6 — Microdiluigdes de 10! a 10°%: alimento contendo Enterococcus faecium M7AN10 (A), cultivo misto
(B) e grupo controle (C).

Fonte: autoria prépria.
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5 CONCLUSAO

Os dados obtidos exigem aprofundamento do estudo, podendo-se avaliar
a co-agregacao de E. farcium em conjunto com bactérias patogénicas de origem
clinica, além de avaliar a atividade antimicrobiana frente a estas bactérias.
Também, pode-se avaliar a viabilidade das bactérias acido-lacticas selecionadas
em matriz alimentar por um periodo maior. Apesar disso, os resultados obtidos
foram positivos para confirmar a utilizagéo do E. faecium M7AN10 como probidtico
para caes.

Dentro deste cenério, encontrar novas fontes de bactérias probibticas
também se torna necessario. A partir dos testes realizados e dos estudos
levantados, o isolado E. faecium M7AN10 se mostrou de grande valia no que se
refere a aditivos probidticos para cdes. A bactéria se mostrou inGcua, nao
patogénica, com boa capacidade de resistir ao trato gastrointestinal, sensivel a uma
variada gama de antimicrobianos, produtora de EPS e se manteve viavel ao ser
inoculada em matriz alimentar canina.

E inquestionavel a necessidade de novas opcdes no mercado quando se
trata de alimentos probidticos. Ressalta-se também a necessidade de uma
legislacdo que defina quantidades diarias de probiéticos na alimentacdo animal,
para que se obtenha os efeitos desejados, para que néo utilizemos mais os limites
determinados pela ANVISA, que se referem apenas a humanos. Dessa forma, é
possivel também exigir das empresas o fornecimento da dose minima efetiva para

um alimento animal ser considerado probidtico, o que atualmente néo é viavel.
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