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RESUMO

A microbiota intestinal modula a resposta imune local e sistémica, que ¢ essencial para resistir
a doencas. Portanto, um bom funcionamento da microbiota intestinal ¢ fundamental para a
manutencdo da saude. Alteracdes na composicdo normal da microbiota (disbiose) estdo
associadas a fisiopatologia de varias doengas. Os probidticos estdo sendo utilizados para regular
a microbiota intestinal, equilibrar distirbios gastrointestinais, prevenir e tratar doencas, e,
também, atuam como imunomoduladores. Desta forma, o objetivo deste estudo foi identificar
e testar bactérias, isoladas de galinhas criadas de forma orgénica, com potencial probidtico para
desenvolvimento de um novo probidtico para frangos de corte. Cinco bactérias isoladas e
sequenciadas (Shigella boydii, Ligilactobacillus salivarius, Escherichia fergusonii, Shigella
sonnei e Enterococcus hirae) foram testadas contra duas cepas de Clostridium perfringens
(patogénica e comensal). Pelo teste in vitro realizado, utilizando Agar Muller Hinton II e discos
estéreis, nenhuma das bactérias apresentou halos de inibicdo e capacidade de inibir o
crescimento das cepas de Clostridium perfringens. Porém, ndo se pode descartar a possibilidade
de que estas bactérias possam apresentar um potencial probidtico contra outros agentes
patogénicos, e portanto, faz-se necessario a continuidade da pesquisa para elucidar essas
questoes.

Palavras-chave: Halo de Inibi¢cdo. Microbiota. Probidticos.



ABSTRACT

The gut microbiota modulates the local and systemic immune response, which is essential to
resist disease. Therefore, a good functioning of the intestinal microbiota is essential for the
maintenance of health. Changes in the normal composition of the microbiota (dysbiosis) are
associated with the pathophysiology of several diseases. Probiotics are being used to regulate
the intestinal microbiota, balance gastrointestinal disorders, prevent and treat diseases, and also
act as immunomodulators. Thereby, the objective of this study is to identify bacteria, isolated
from organically raised chickens, with probiotic potential for the development of a new product
for broilers. Five isolated and sequenced bacteria (Shigella boydii, Ligilactobacillus salivarius,
Escherichia fergusonii, Shigella sonnei and Enterococcus hirae) were tested against two strains
of Clostridium perfringens (pathogenic and commensal). In the in vitro test performed using
Muller Hinton II Agar and sterile discs, none of the bacteria showed inhibition halos and the
ability to inhibit the growth of Clostridium perfringens strains. However, the possibility that
these bacteria may have a probiotic potential against other pathogens cannot be ruled out.

Keywords: Inhibition halo. Microbiota. Probiotics.
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1 INTRODUCAO

A caracterizacdo de comunidades bacterianas foi recentemente revolucionada pelo
desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de nova geragdo, que permitiram a
descoberta de muitos novos taxons bacterianos (ECKBURG er al., 2005) concomitantemente,
novas técnicas de cultivo t€m sido desenvolvidas para melhorar a recuperagdo bacteriana,
especialmente para atingir espécies raras (LAGIER ef al., 2015) Estes métodos, visam
reconstituir da melhor forma o ambiente intestinal para permitir o crescimento de espécies
dificeis de cultivar (LAU et al., 2016).

O trato gastrointestinal representa um foco de estudos da produgio animal, pois €
responsavel pela absorcdo de nutrientes e, ¢ o local de acdo de importantes patogenos
causadores de doencas. O trato gastrointestinal abriga um ecossistema complexo composto por
milhares de diferentes espécies de microrganismos, coletivamente chamados de “microbiota”.
A microbiota intestinal desempenha um papel importante no desenvolvimento da mucosa
intestinal, na regulacdo do sistema imunologico local e sist€émico e na extragdo de energia dos
alimentos (WOSTMANN et al., 1983; COX ef al., 2014). Além disso, o trato gastrointestinal
do frango abriga uma microbiota muito diversificada que auxilia na decomposicdo e digestao
dos alimentos e compreende mais de 900 espécies de bactérias (STANLEY ef al., 2014).

Uma microbiota normal, composta por varias centenas de espécies comensais, também
desempenha um papel importante na protecdo do hospedeiro contra bactérias patogénicas, o
que ¢ alcangado pela competicdo por alimentos e por sitios de ligacdo ao longo da mucosa e
pela producdo de muitas substancias que podem inibir o crescimento de certas espécies
bacterianas (WALSH et al., 2014). Além disso, a microbiota intestinal modula a resposta imune
local e sistémica, que ¢ essencial para resistir a doencas (THURSBY; JUGE, 1936). Alteracoes
na composicdo normal da microbiota (disbiose) estdo associadas a fisiopatologia de varias
doencas. Portanto, um bom funcionamento da microbiota intestinal ¢ fundamental para a
manutencio da saude (MAZMANIAN et al., 2005).

Atualmente, probiodticos sdo definidos como microrganismos vivos com capacidade de
conferir beneficios a satide de seu hospedeiro. Os probidticos estdo sendo utilizados para regular
a microbiota intestinal, equilibrar distirbios gastrointestinais, prevenir e tratar doengas, e,

também, atuam como imunomoduladores (ALVIM, 2015).
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Os probioticos também s3o amplamente utilizados em humanos, mas sua maior
limitagdo ¢ sua natureza transitéria, que requer administracdo continua. Nos estudos
preliminares do grupo de pesquisa orientado pelo Prof. Dr. Marcio Costa, da Universidade de
Montréal, observou-se que € possivel colonizar o trato gastrointestinal de pintos de um dia, com
espécies bacterianas que permanecerao até a idade adulta (dados néo publicados).

Portanto, a selecdo da espécie certa e da janela de tempo adequada é necessaria para a
colonizagdo bem-sucedida do trato intestinal das galinhas e prevencdo a doencas como, por
exemplo, a clostridiose. O Clostridium perfringens tipo A, ¢é uma bactéria Gram-positiva
anaerobia que pode causar uma enterotoxemia necrotica, especialmente em sistemas intensivos
de frangos de corte, com mais de quatro semanas de idade. Além disso, é potencialmente
zoondtica e causadora de altas perdas econdmicas devido a mortalidade e diminuicdo nos
parametros de producdo (MEJIA et al., 2008).

A galinha doméstica ¢ um organismo modelo comum para pesquisa bioloégica humana
e, claro, também forma a base de uma industria global de proteinas (OAKLEY et al., 2014).
Desta forma, um novo probidtico com potencial para aumentar a regulacio do sistema
imunologico e aumentar a absorcdo de nutrientes contribuiria para o aumento da producéo
avicola. Com isso, realizou-se a selecio e sequenciamento de bactérias presentes no ceco de
galinhas criadas de forma orgénica, com o intuito de obter uma grande diversidade bacteriana
para compor um novo probiodtico.

Ap6s a selecdo e identificacdo dessas bactérias, o objetivo deste trabalho foi realizar
um teste in vitro para verificar o potencial probiotico, de cada espécie identificada, contra o

agente Clostridium perfringens.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo Geral

Identificar bactérias previamente selecionadas e sequenciadas e, testar a capacidade
das mesmas de inibir o crescimento do agente Clostridium perfringens, contribuindo com parte
de um projeto de doutorado, para o desenvolvimento de um novo probiotico para frangos de

corte.
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1.1.2  Objetivos Especificos

Identificar as bactérias previamente sequenciadas e determinar a concentragdo apos a
reativagdo e cultura para realizacio do teste in vitro;

Testar, in vitro, as bactérias Shigella boydii, Ligilactobacillus salivarius, Escherichia
fergusonii, Shigella sonnei e Enterococcus hirae contra duas cepas de Clostridium perfringens
(patogénica e comensal);

Analisar os resultados obtidos para determinar o uso destas bactérias para produgio de

um probidtico para frangos de corte.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O desenvolvimento de tecnologias empregadas na industria avicola tem aumentado a
produtividade. Porém, com a alta selecdo genética, estes animais tornaram-se mais sensiveis a
fatores estressantes como alta densidade, variagdes na temperatura e desafios nutricionais.
Devido a isso, a microbiota destes animais também foi afetada, diminuindo a sua diversidade,
o que implica diretamente na absorcdo de nutrientes e no desenvolvimento do sistema
imunologico destes animais. Além disso, devido ao aumento da resisténcia bacteriana a
antibioticos, busca-se por alternativas com o intuito de substituir o uso dos antibidticos
(GHIOTTIL, 2015).

Desta forma, nos ultimos anos aumentou-se o interesse pela utilizacdo de
microrganismos que possuem efeitos benéficos, com o proposito de beneficiar a satde do
hospedeiro e de prevenir ou tratar doengas (BARBOSA ez al., 2011). As culturas probidticas
provaram ter fortes potenciais antimicrobianos que podem ser usados para prevencio e
tratamento de varias doencas gastrointestinais. Por exemplo, o efeito inibitorio in vitro
de Lactobacilli spp. foi demonstrado contra isolados de Clostridium perfringens (MONTEIRO
et al, 2019). No entanto, devido as limitacdes técnicas, essas cepas raramente atingem a
producdo comercial. H4 uma falta de dados cientificos comparando a atividade anti-clostridial
de diferentes cepas probioticas comerciais (HAMAD ef al., 2020).

Em paises que pararam de usar antibioticos como promotores de crescimento, a
incidéncia de enterite necrotica, associada a Clostridium perfringens, em aves aumentou
(IMMERSEL et al., 2004). A Clostridium perfringens ¢ uma bactéria patogénica Gram-
positiva, em forma de bastonete, anaerdbia, formadora de esporos encontrada como um
habitante normal do intestino das aves, capaz de produzir até 18 toxinas e enzimas
extracelulares (HAMAD ef al., 2020).

O intestino de aves saud4veis normalmente contém aproximadamente 10* UFC/g de
Clostridium perfringens. No entanto, fatores predisponentes, como danos pré-existentes ao
epitélio intestinal por coccidios (Eimeria spp.), virus da doenga infecciosa da Bursa, altos niveis
alimentares de certos cereais e farinha de peixe, distirbios da microbiota intestinal normal,
superlotagdo ou uma variedade de manejo e condi¢des climaticas, podem favorecer a
proliferacio de C. perfringens para atingir uma concentragdo critica de cerca de 107 a

10° UFC/g. Nessa concentragdo, a C. perfrengens produz toxinas que induzem danos na
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mucosa do intestino delgado e cecos de frangos e perus, resultando em enterite necrotica de
forma clinica (FASINA; LILLEHOJ, 2019).

A enterite necrotica e a forma subclinica da infecgio por C. perfringens em aves sio
causadas por C. perfringens tipo A, que produz a toxina alfa e, em menor grau, pelo tipo C, que
produz tanto a toxina alfa quanto a toxina beta. Algumas cepas de C. perfringens tipo A
produzem uma enterotoxina no momento da esporulacdo e sdo responsaveis por doencas
transmitidas por alimentos em humanos (IMMERSEL et al., 2004).

Desta forma, a clostridiose também ¢ uma doenga de carater zoonotico. Em seres
humanos, uma vez que a populagdo bacteriana de Clostridium perfringens atinge a densidade
maior do que 10* UFC/g, é desencadeada a producio de toxinas que induzem a intoxicagio
alimentar por C. perfringens tipo A, que representa a segunda doenca de origem alimentar mais
comum nos paises em desenvolvimento (HAMAD et al., 2020).

O controle e a prevencdo devem e ser realizados com manejo ambiental adequado,
evitando a superlotacdo das granjas e o excesso de umidade da cama. O uso de probioticos que
colonizam o trato intestinal, reduzem o pH e produzem bactericidas, também reduzem a
severidade da enterite necrotica (BIGNARDE ez al., 2008).

Ha uma quantidade consideravel de pesquisas sobre os efeitos dos probidticos na
composi¢do da microbiota, integridade da mucosa e imunomodulagdo para controlar a
inflamacdo, visando melhorar a eficiéncia e o desempenho alimentar e reduzir infeccdes
patogénicas sem o uso de antibidticos em aves (TARRADAS ef al., 2020).

Bactérias benéficas desempenham um papel fundamental na limitacdo do contato
direto de bactérias patogénicas com o epitélio por exclusdo competitiva por nutrientes e pela
superficie do lumen. Os probidticos também tém a capacidade de modular a ativacdo da via
inflamatoria, interagindo com as células epiteliais e células imunes intestinais. Essas células
detectam fragmentos microbianos através de receptores. Por exemplo, os receptores 7oll-like,
sd0 uma classe importante de receptores de reconhecimento de padrdes e que reconhecem tanto
antigenos derivados da microbiota quanto antigenos de patogenos invasores. Enquanto eles
mantém a tolerdncia imunologica as comunidades de bactérias comensais residentes, eles
montam respostas imunes robustas contra patégenos (TARRADAS et al., 2020).

Até o momento, as pesquisas com probioticos t€ém se concentrado em decifrar os
efeitos imunomoduladores que cada cepa bacteriana induz no hospedeiro, com o objetivo de

melhorar a produtividade, eficiéncia alimentar, satide e bem-estar (TARRADAS ef al., 2020).



20
3MATERIAL E METODOS
3.1 IDENTIFICACAO E ARMAZENAMENTO DAS BACTERIAS
Ap6s o sequenciamento genético das amostras extraidas do ceco de galinhas orgéanicas,
foi possivel identificar cinco bactérias a nivel de espécie (Quadro 1). As bactérias foram

conservadas a -20°C em soluc¢do de glicerol 30% e caldo Brain Heart Infusion (BHI).

Quadro 1- Bactérias identificadas por sequenciamento genético a partir de amostras de ceco
de galinhas organicas.

Nome cientifico

Ligilactobacillus salivarius

Enterococcus hirae

Shigella boydii

Escherichia fergusonii

Shigella sonnei

Fonte: Autor, 2022.

Para realizacdo do teste, duas cepas de Clostridium perfringens também foram

utilizadas, sendo uma delas uma cepa patogénica e a outra cepa comensal (Quadro 2).

Quadro 2- Cepas utilizadas de Clostridium perfringens.

Classificacio Identificacio Informacdes
Comensal Desch7-1env netB —, Perfrin +, Bacteriocin +, Adhesin +
Patogénica 38G netB +

Fonte: Autor, 2022.

3.2 REATIVACAO BACTERIANA

As cinco bactérias identificadas foram reativadas em caldo MRS e as cepas
patogénicas de Clostridium perfringens foram reativadas em Trypsoy Agar (TSA) com 5% de
sangue. Todas as bactérias foram incubadas na cdmara de anaerobiose (BactronEZ), durante 24

horas.
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3.3 CULTURA BACTERIANA

Realizou-se um repique das bactérias previamente reativadas, utilizando-se os mesmos
meios de cultivo para realizar o teste. As bactérias ficaram incubadas na cdmara de anaerobiose
durante 16 horas.

Além disso, antes de realizar o teste in vitro, todas as bactérias utilizadas no estudo,
inclusive as cepas de Clostridium perfringens, também foram testadas em agar Muller Hinton

I1, para verificar o crescimento delas neste meio (Figura 1 e 2).

Figura 1- Cultura de Clostridium perfringens, cepa comensal (A) e cepa patogénica (B) em
agar Muller Hinton II.

Fonte: Autor, 2022.

Figura 2- Cultura de Shigella boydii (A), Ligilactobacillus salivarius (B),
Escherichia fergusonii (C), Shigella sonnei (D) e Enterococcus hirae (E) em agar Muller

Hinton IIL.

Fonte: Autor, 2022.
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3.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO

Foi determinada a concentragdo com base na escala 0,5 de Macfarland para
Clostridium perfringens (Figura 3) e realizou-se diluicdo seriada para determinar a
concentracio das bactérias selecionadas (Figura 4).

Determinou-se a concentragdo das bactérias como sendo, Shigella boydii (A) na
concentracdo de 3 x 10® UFC/mL, Ligilactobacillus salivarius (B) como sendo menor que 10*
UFC/mL, Escherichia fergusonii (C) com 3 x 10% UFC/mL, Shigella sonnei (D) na
concentracio de 1,1 x 108 UFC/mL e Enterococcus hirae (E) com a concentracio de 1,2 x 108

UFC/mL.

Figura 3- Aparelho utilizado para escala de MacFarland utilizadas para determinar a
concentragdo das cepas de Clostridium perfringens.

= EO N IOrmIa e

CAVI 154

Fonte: Autor, 2022.

Figura 4- Diluicdo seriada de Shigella boydii (A), Ligilactobacillus salivarius (B),
Escherichia fergusonii (C), Shigella sonnei (D) e Enterococcus hirae (E) em meio Plate
Count Agar (PCA).

S

Fonte: Autor, 2022.
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3.5 TESTE IN VITRO

Para realizacio do teste in vitro, utilizou-se discos estéreis e placas de petri com Agar
Muller Hinton II. Pipetou-se 100uL da solucdo de Clostridium perfringens (determinada pela
escala de MacFarland) e distribuiu-se na placa utilizando uma Alca de Drigalski. Apos dez
minutos, aplicou-se os discos estéreis com o auxilio de uma pinga. As amostras foram
distribuidas de acordo com o modelo desenvolvido (Figura 5). Foi pipetado, em cada disco
estéril, uma amostra de 10pL. de cada cultura realizada em caldo MRS. Todos os testes foram
realizados em duplicatas e possuiam controle negativo (caldo MRS) e um antibidtico
(Monensina na concentragdo de 64 ppm) para verificar a formacio do halo de inibicdo. As

placas foram incubadas em uma camara de anaerobiose (BactronEZ) durante 48 horas.

Figura 5- Modelo para realizagdo do teste in vitro. Shigella boydii (A), Ligilactobacillus
salivarius (B), Escherichia fergusonii (C), Shigella sonnei (D) e Enterococcus hirae (E) em
agar Muller Hinton II.

C. perfringens
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S 4

2
\
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Fonte: Autor, 2022
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente avaliou-se o crescimento uniforme do Clostridium perfringens na
placa. Com uma boa formagio do tapete, foi possivel identificar a formagdo de um halo de
inibi¢cdo no disco que continha o antibidtico.

O teste baseia-se em uma analise qualitativa, ou seja, para avaliar o potencial
probidtico das bactérias, observou-se a formagdo ou n3o de um halo de inibi¢cdo. Para
determinar se a bactéria possui a capacidade de inibir o crescimento do Clostridium perfringens,
deve haver um halo de inibicao ao redor do disco, independentemente do tamanho, como analise
inicial.

A maioria dos microrganismos probiodticos sdo bactérias do acido latico (BAL), Gram-
positivas, geralmente catalase-negativas, ndo esporulantes, anaerobios estritos ou crescimento
facultativo. Normalmente, os probidticos incluem espécies BAL dos géneros Lactobacillus,
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Weissella e outros (ALVIM, 2015).

De todas as bactérias sequenciadas, as bactérias Ligilactobacillus salivarius e
Enterococcus hirae compreendem o grupo BAL. Porém, ndo necessariamente as bactérias que
constituem esse grupo, apresentam um potencial probiotico. No teste realizado, nenhuma das
duas bactérias do grupo BAL apresentaram halo de inibicdo contra as cepas de Clostridium
perfringens (Figura 6).

As bactérias Escherichia fergusonii, Shigella boydii, e Shigella sonnei, que também
foram testadas, sdo pertencentes ao filo Proteobacteria. Naturalmente, o grupo de bactérias
abundantes presente no ceco de frangos de corte sdo do filo Firmicutes, Bacteroides,
Proteobacteria e Actinobacteria (BRIAN et al., 2014). As bactérias Ligilactobacillus salivarius
e Enterococcus hirae pertencem ao Filo Firmicutes, ou seja, também constituem a microbiota
normal do ceco de frangos de corte.

Apesar de todas as bactérias testadas compreenderem naturalmente a microbiota do
ceco de galinhas, nenhuma delas apresentou potencial para inibir o crescimento das duas cepas
testadas de Clostridium perfringens (Figura 6).

Apenas foi possivel observar um halo de inibicdo no disco em que foi aplicado o
antibiotico Monensina (64 ppm). Isso indica que houve uma boa formagao e crescimento do
Clostridium perfringens no Agar. Ndo houve nenhum halo de inibi¢do no controle negativo,

indicando que n3o houve nenhuma contaminag¢io do caldo MRS (Figura 6).
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Figura 6- Resultado do teste in vitro das bactérias Shigella boydii (A), Ligilactobacillus
salivarius (B), Escherichia fergusonii (C), Shigella sonnei (D) e Enterococcus hirae (E) em
agar Muller Hinton II.

C. perfringens
Comensal

C. perfringens
Patogénica

Fonte: Autor, 2022

O sequenciamento genético das bactérias apenas possibilitou a identificagdo das
bactérias a nivel de espécie pois amplificou-se apenas o gene rRNA 16S da bactéria e ndo o seu
DNA por completo. Diferentes cepas bacterianas, dentro de uma mesma espécie, podem
apresentar diferentes genes que apresentam diferentes funcionalidades e efeitos. Isso também
indica que ha a possibilidade de que, especificamente, a cepa das bactérias testadas neste estudo
nfo apresentavam o gene com o potencial probidtico de inibir o crescimento do Clostridium
perfringens. Para realizar a classificacdo da bactéria como patogénica, comensal ou probidtica,
muitas vezes se faz necessario a identificagdo da cepa bacteriana. Alguns estudos, por exemplo,
apresentam a bactéria Enterococcus hirae causando depressdo do crescimento em galinhas
jovens (FARROW; COLLINS, 1985). Porém, um outro estudo realizado, demonstrou que a
cepa Enterococcus hirae ST5TACC, foi capaz de inibir o crescimento de Listeria spp
(CAVICCHIOLIL 2018).

Outros estudos que testaram diferentes cepas de bactérias também apresentaram bons
resultados, demonstrando melhora no desempenho e na satde intestinal de frangos de corte

quando expostos ao agente Clostridium perfringens. Por exemplo, a cepa L. salivarius 3D
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também apresentou efeito protetor contra a infeccdo de C. perfringens em galinhas (DEC et al.,
2014).

Outras bactérias também possuem o efeito probiotico para combater a clostridiose. A
bactéria Bacillus subtilis, possui um fator anticlostridial que pode inibir o crescimento do C.
perfringens (TEO; TAN, 2005). A bactéria L. acidophilus também mostrou resultados positivos
quando suplementada a dieta de frangos de corte. A suplementacio de L. acidophilus ajudou a
restaurar a comunidade microbiana afetada por C. perfiringens (L1 et al., 2017).

Além disso, a concentragdo de bactérias probiodticas também interfere diretamente nos
resultados. A concentracio ideal de probioticos ndo é apenas necessaria para o estabelecimento
e subsequente proliferacdo no intestino, mas também para exercer varios efeitos benéficos,
incluindo a estimulagdo da atividade imunologica. A dose de probiodticos geralmente ¢
selecionada com base em sua capacidade de aumentar o crescimento e a protecdo no hospedeiro.
Por exemplo, determinou-se que a dose efetiva da cepa probiotica pertencente a espécie Bacillus
¢ de 2 x 108 UFC/mL, nas quais elas registraram a menor porcentagem de mortalidade em trutas
durante o estudo de desafio (NAYAK, 2010).

Desta forma, a concentragdo das bactérias utilizadas neste estudo pode nio ser
suficientes para inibir as cepas de Clostridium perfringens, porém concentragdes maiores
podem apresentar um resultado diferente. S3o necessarios mais estudos, com a continuidade da
linha de pesquisa, para elucidar diversas questdes a serem respondidas sobre o efeito probiotico

desse grupo de bactérias, frente ao Clostridium perfringens.
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5 CONCLUSAO

No teste realizado, as bactérias Shigella boydii, Ligilactobacillus salivarius,
Escherichia fergusonii, Shigella sonnei e Enterococcus hirae, nas concentracdes utilizadas, ndo
inibiram o crescimento das cepas, tanto patogénica quanto comensal, de Clostridium
perfringens. Porém, ndo se pode descartar a possibilidade de que estas bactérias possam
apresentar um potencial probiotico in vitro contra outros agentes patogénicos ou que diferentes
concentracdes poderiam ser capazes de inibir o crescimento do agente Clostridium perfringens.

Outras bactérias, provenientes do ceco de galinhas criadas de forma orgénica, devem
ser isoladas e testadas para verificar o potencial probiotico. Desta forma sera possivel produzir

um probidtico eficiente para frangos de corte contra a clostridiose.
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