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RESUMO

A avicultura ¢ um dos grandes setores do agronegocio brasileiro. A preocupagdo com a saude
dos animais e a qualidade de seus produtos ¢ uma realidade no pais. Diversos patdégenos sao
responsaveis pelas enfermidades encontradas a campo e oferecem riscos a saude publica, uma
vez que podem ser transmitidos via alimentos ao homem. O maior desafio ¢ conte-los de forma
segura, sem gerar resisténcia aos antimicrobianos, pelo uso excessivo de antibioticos. Por esse
motivo, outras alternativas como os probidticos, que sdo aditivos alimentares podem ser
utilizados. Neste trabalho avaliamos o efeito inibitdrio dos probidticos Bacillus Subtilis,
Bacillus Cereus e Bacillus Licheniformis, seus metabodlitos e as vesiculas extracelulares
produzidas por essas cepas probidticas, quando expostos a cepa patogénica de Salmonella
Heidelberg. Nesse estudo, as amostras foram testadas de diferentes maneiras em meio solido e
meio liquido, a fim de verificar a formagdo de halos inibitérios e quantificar proteinas. Os
metabodlitos em meio solido ndo surtiram muito efeito na inibicdo da bactéria, j4 em meio
liquido foram capazes de inibi-la. As vesiculas de Bacillus Licheniformis por sua vez, tiveram
um pequeno efeito sob a Salmonella, demostrando que esses fragmentos probidticos podem ser

explorados no controle de bactérias patogénicas.

Palavras-chave: avicultura. salmonelose.



ABSTRACT

Poultry is one of the major sectors of Brazilian agribusiness. Concern for the health of animals
and the quality of their products is a reality in the country. Several pathogens are responsible
for the diseases found in the field and offer risks to public health, since they can be transmitted
via food to man. The biggest challenge is to count them safely, without generating resistance to
antimicrobials, by excessive use of antibiotics. For this reason, other alternatives such as
probiotics, which are food additives, can be used. In this work we evaluated the inhibitory effect
of probiotics Bacillus Subtilis, Bacillus Cereus and Bacillus Licheniformis, their metabolites
and extracellular vesicles produced by these probiotic strains, when exposed to the pathogenic
strain of Salmonella Heidelberg. In this study, the samples were tested in different ways in solid
medium and liquid medium in order to verify the formation of inhibitory halos and quantify
proteins. The metabolites in solid medium did not have much effect on the inhibition of bacteria,
but in liquid medium were able to inhibit it. The vesicula of Bacillus Licheniformis, in turn, had
a small effect under Salmonella, demonstrating that these probiotic fragments can be exploited

in the control of pathogenic bacteria.

Keywords: poultry. salmonellosis.
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1 INTRODUCAO

A avicultura ¢ um dos setores que mais cresce no agronegdcio brasileiro, a carne de
frango ¢ a mais exportada pelo Brasil e a producdo de ovos cresce cada vez mais, sendo o pais
o sexto maior produtor de ovos do mundo (FAO, 2022). Por esse motivo hd uma grande
preocupacdo com a produtividade e qualidade dos alimentos de origem animal. Para tal, muito
se utiliza dos melhoradores de desempenho que sdo empregados pela industria na tentativa de
alcangar tais objetivos, além de auxiliarem no controle de microrganismos que podem oferecer
riscos a saude animal (Schrezenmeir; De Vrese, 2001).

Esses melhoradores ou promotores de crescimento em sua maioria sdo a base de
antibioticos. Entretanto, j4 ha conhecimento de que o uso dessas substancias pode trazer
maleficios ao animal, como a resisténcia as drogas e a presenca de residuos no produto final.
Por isso, outras estratégias como o uso de probidticos vem sendo utilizadas a campo (Xing et
al., 2015).

Probioticos sdo aditivos compostos por microrganismos, como bactérias e fungos
(Huang et al., 2004) que atuam no trato gastrointestinal das aves impedindo a atuagdo de
microrganismos patogénicos, por diferentes mecanismos de acdo (Khan; Naz, 2013). Esses
probidticos podem serem formulados com bactérias de diferentes géneros, dentre eles um
género de relevancia sdo os Bacillus, como Bacillus Cereus, Bacillus Subtilis e Bacillus
Licheniformis (Cutting, 2011).

Ao mesmo tempo em que o setor avicola cresce, a disseminacao de doengas transmitidas
por alimentos também aumenta. Microrganismos patogénicos como a Salmonella representam
risco a saude humana e animal (Nguyen et al., 2014). Essa bactéria ¢ responsavel por provocar
a salmonelose, uma zoonose transmitida das aves ao homem através de sua carne ou ovos
(Souza, 2015).

Sendo assim, o objetivo desse trabalho ¢ avaliar o efeito dos metabdlitos e das vesiculas
extracelulares produzidas por bactérias probioticas do género Bacillus no controle de

Salmonella Heidelberg, importante bactéria causadora de doenca alimentar em humanos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Avicultura no Brasil

A avicultura ¢ um dos setores que mais tem se desenvolvido no agronegdcio brasileiro.
Segundo a Associagdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), o Brasil ¢ o maior pais
exportador e o segundo maior produtor de carne de frango do mundo (ABPA, 2023). J4 na
producdo de ovos o Brasil ¢ o sexto maior produtor do mundo segundo a Organizacdo das
Nagdes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura (FAO) (FAO, 2022). Em 2023 o pais produziu
14,5 milhdes de toneladas de frango e 52 bilhdes de ovos (ABPA, 2023). Por esse motivo a
busca pela alta produtividade, aliada a qualidade dos produtos finais, tem sido uma preocupagado
constante na producao intensiva de aves (Otutumi et al., 2008).

No setor avicola a saide dos animais e a qualidade de seus produtos ¢ de suma
importancia. A expansao da avicultura trouxe muitos beneficios ao pais, mas também contribuiu
para maior disseminacdo de doencas transmitidas por alimentos, em especial aquelas
transmitidas entre as aves e 0 homem. Diversos microrganismos patogénicos estao envolvidos
nessas doengas, dentre eles a Salmonella spp. (Nguyen et al., 2014). Essa bactéria ¢ responsavel
pela salmonelose, uma das principais doengas transmitidas por alimentos (Who, 2016). Os
produtos de origem avicola sdo os principais envolvidos em sua transmissdo, uma vez que a
Salmonella coloniza o trato gastrointestinal das aves (Almeida, 2015). Esses animais podem
apresentar sinais clinicos da doenca ou se tornarem portadores assintomaticos, os quais
transmitem a bactéria ao homem, que por sua vez adquire salmonelose ingerindo
principalmente carne de frango (Silva; Duarte, 2002).

O trato gastrointestinal das aves possui uma microbiota natural composta por inimeras
espécies de bactérias, protozoarios e fungos que vivem em equilibrio entre si € no organismo
do hospedeiro. Esse equilibrio ¢ essencial ao bem-estar dos animais, pois do contrario, a
presenca de bactérias indesejaveis provoca danos a mucosa intestinal e prejuizos na absorc¢ao
de nutrientes da racdo, com consequente comprometimento no desempenho zootécnico (Loddi,
2003). Por esse motivo aditivos melhoradores de desempenho, como os antibiodticos, tém sido
empregados nos diferentes sistemas de produ¢do, a fim promover a exclusdo competitiva de
microrganismos patogénicos, manter o equilibrio da flora intestinal e consequentemente reduzir
a mortalidade e aumentar a eficiéncia produtiva das aves (Salyers, 1999; Castanon, 2007).

No Brasil o uso de melhoradores de desempenho na dieta de aves ¢ restrito. Entretanto

em muitos paises, o uso dessas substancias ¢ completamente proibido. Por esse motivo, outras
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opgdes vém sendo empregadas na industria para substitui-los. Uma dessas op¢des sdo os
probidticos, que produzem substancias semelhantes aos antibioticos (Xing et al., 2015) e atuam
mantendo o equilibrio da microbiota intestinal e a integridade do epitélio intestinal, além de
melhorar o sistema imunolégico, influenciando diretamente no desempenho animal e qualidade

do produto final (Silva, 2003).

2.2 Probioticos

Probioticos sdo aditivos utilizados em diversos sistemas de producdo animal, com o
objetivo de melhorar indices zootécnicos e auxiliar no controle de microrganismos patogénicos
a saude animal. Esses produtos sdo suplementos alimentares compostos por microrganismos
vivos que beneficiam a saude do hospedeiro, por meio do equilibrio da microbiota intestinal
(Fuller, 1989; Kaur et al; 2002). Esses microrganismos sdao previamente definidos e
adicionados em quantidade adequada na alimenta¢do dos animais, a fim de colonizar a
microbiota do hospedeiro (Schrezenmeir; De Vrese, 2001). Além disso, devem ter a capacidade
de sobreviver na microbiota intestinal € promover beneficios ao organismo (Souza, 2009).

Os probioticos possuem diversos mecanismos de agdo, por meio dos quais, podem inibir
o crescimento e proliferacdo de comunidades bacterianas indesejaveis no trato digestorio do
animal hospedeiro. Entre eles podemos citar a competi¢ao por sitios de adesdo no epitélio
intestinal ou exclusdo competitiva, competicdo por nutrientes, producdo de bacteriocinas,
acidos graxos volateis e modulacdo do sistema imune (Khan; Naz; 2013).

Os microrganismos mais usados como probidticos sdo bactérias Gram-positivas do
grupo de Bifidobacterium e bactérias do acido lactico (BAL), dos géneros Enterococcus,
Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus € Bacillus. Além de bactérias, fungos
e cepas de leveduras também podem ser utilizados (Huang et al., 2004). Essas bactérias podem
ser adicionadas na ra¢do, na agua de beber, ou pela pulverizacdo nas aves ou na cama das aves
e inoculagdo em ovos (Petri, 2000).

Essas bactérias ocupam sitios de ligacdo na mucosa intestinal e formam uma barreira
fisica as bactérias patogénica, uma vez que liberam compostos como bacteriocinas (Villani et
al., 1995; Rodriguez, 1996; Naidu et al., 1999), 4cidos organicos volateis (Audisio et al., 2000;
Jin et al. 2000; Ogawa et al., 2001) e peroxidos de hidrogénio (Havenaar et al., 1992; Naidu et
al., 1999) que contribuem nesse combate a bactérias patogénicas. Outros modos de agdo sdo a
exclusdo competitiva que ocorre entre uma bactéria probidtica e uma patogénica, a fim de

ocupar o mesmo sitio de fixacdo e nutrientes (Havenaar et al., 1992; Ouwehand et al., 1999;
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Cross, 2002); a atuacao sobre o metabolismo celular, reduzindo a concentracdo de amdnia no
organismo (Kozasa, 1986); liberacdo de enzimas como a lactase (De Vrese et al., 2001) e a
producdo de vesiculas extracelulares que atuam como pods-bidticos (Théry et al., 2018).

Esses microrgranismos sdo capazes de reduzir bactérias patogénicas, como cepas de
Salmonella spp. (Palamidi et al., 2016; Al-Khalaifah, 2018). Os Bacillus por sua vez, sao muito
utilizados como aditivos dietéticos em ragdes para animais. Na avicultura, essa cepa probidtica
¢ empregada por sua caracteristica favoravel ao crescimento ¢ manutencdo da microbiota
intestinal benéfica, capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia a passagem pelo trato digestorio
das aves (Teo; Tan, 2007). Seus beneficios sdo observados na saude do hospedeiro e uma de
suas vantagens ¢ que essas substancias ndo deixam residuos nos produtos de origem animal,
além de ndo favorecerem resisténcia as drogas (Nepomuceno; Andreatti, 2000). Por isso podem
ser bons substitutos aos promotores de crescimento antimicrobianos, funcionando como

aditivos alimentares.

2.3 Bacillus

Os Bacillus sp. sdo um grupo de bactérias da familia Bacillaceae, gram-positivas, em
forma de bastonetes, aerdbicas ou anaerdbicas facultativas com capacidade de formar esporos
(Holt et al., 1994; Fritze, 2004). Esses microrganismos sdo altamente resistentes em condigdes
adversas presentes no meio ambiente, devido a formacdo desses esporos, que suportam
extremos de temperatura e pH, dessecagao e radiacao ultravioleta (Driks, 2004; Piggot; Hilbert,
2004). Isso confere uma vantagem a essas bactérias quando utilizadas na elaboragdo dos
probidticos (Mingmongkolchai; Panbangred, 2018). Os esporos lhes permitem uma maior
sobrevivéncia durante o transito estomacal (Hoa et al., 2000), proporcionando sua atuacdo em
todo o trato gastrointestinal das aves. Além disso, eles também sdo essenciais durante a
elaboragdo, transporte e armazenamento das ra¢des (Gil Turnes et al., 1999).

Dentre as espécies de Bacillus mais estudadas estdo Bacillus subtilis, Bacillus clausii,
Bacillus cereus, Bacillus coagulans e Bacillus licheniformis (Cutting, 2011). Essas bactérias
podem ser empregadas de diferentes maneiras & campo, como em ragdes, agua de bebida,
inoculacdo em ovos e outros. O mecanismo de acgdo principal ¢ a inibigdo competitiva, que
permite que essas bactérias benéficas multipliquem e predominem sobre populagdes
bacterianas patogénicas (Paganini, 2000). Assim, a chance das aves se contaminarem com

patdgenos nocivos reduz, além de promover o ganho de peso, o controle de diarreias, reduzir o
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estresse imunologico, a ocorréncia de doenga e a mortalidade perinatal em frangos (Richter et
al., 1999; Paganini, 2000).

Os B. Subtilis, B. Licheniformis e B. Cereus sdo espécies promissoras utilizadas em
probiodticos. O mecanismo de acdo dessas bactérias envolve a sintese de substancias
antimicrobianas, aumento de imunidade inespecifica e especifica, estimulagdo da microbiota
natural do intestino e liberacdo de enzimas digestivas. (Leser et al., 2008). Essas bactérias
liberam peptideos com atividade antimicrobiana, capazes de inibir microrganismos patogénicos
(Sorokulova, 2013). Além disso, ativam macrofagos que estimulam a liberagdo de citocinas
pro-inflamatérias, que por sua vez auxiliam na barreira da mucosa intestinal, contribuindo na
melhora da imunidade do hospedeiro (Barnes et al., 2007). Elas também estimulam o
crescimento de outras bactérias benéficas no organismo, como os Lactobacillus e
Bifidobacterium, e segregam enzimas digestivas para o limen intestinal, como amilases, lipases
e proteases, que auxiliam na digestao e destroem fatores antinutricionais contidos em alimentos.
(Sorokulova, 2008).

Esses probiodticos possuem efeitos antimicrobianos que ndo causam resisténcia a
antibioticos, além disso em sua maioria ndo ha relatos de efeitos colaterais. Por isso, sdo um
género de bactérias probiodticas com alta taxa de eficacia e seguranga na saude. (Sorokulova et

al., 2008).

2.4 Vesiculas Extracelulares

Os probidticos apresentam diversas caracteristicas que os fazem ser de interesse no
ambito da satide. Entretanto, algumas dificuldades podem inviabilizar seu uso em produtos
comerciais. Por isso a busca por subprodutos como os pos-bioticos vem sendo estudadas
(Varela et al., 2022; Wang et al., 2022; Sabahi et al., 2022; Srivastava; Kim, 2022). Os pos-
bioticos sdo uma mistura de produtos metabolicos ou fragmentos inviaveis de probioticos, que
possuem um efeito benéfico ao organismo animal (Thorakkattu et al., 2022; Aggarwal et al.,
2022). Eles possuem diversas caracteristicas promotoras da saide, como a manutencdo da
microbiota natural, o refor¢o da barreira epitelial do hospedeiro, a modulagdo da resposta local
e resposta imune sistémica ou aumento da atividade metaboélica do hospedeiro (Aggarwal et al.,
2022).

Dentre esses pds-bidticos, estdo as vesiculas extracelulares (EVs) ou vesiculas de
membrana (MVs), que sdo particulas esféricas rodeadas por uma camada bilipidica com

proteinas de membrana, DNA, RNA e proteinas (Théry et al., 2018); em nanoescala produzidas



17

por quase todos os tipos celulares vivos (Zou et al., 2022). Essas EVs sdo responsaveis pelo
transporte de diferentes macromoléculas, como lipidios, polissacarideos, proteinas e acidos
nucléicos (Maccelli et al., 2020; Combo ef al., 2022; Liu et al., 2022). Além de transportar os
nutrientes, elas conseguem atravessar barreiras bioldgicas pelo tamanho pequeno; e também
protegem o organismo contra estresses ambientais e facilitam a comunicacdo entre
microrganismos € o hospedeiro (Combo et al., 2022; Srivatsav, 2021; Huang et al., 2022).

As vesiculas extracelulares sdo um assunto de grande interesse na area da saude. Sua
estrutura e contetido sdo eficazes na promocgao da saude, além de que uma nova abordagem ao
tratamento antibacteriano e antifingico ¢ importante, devido a questdo de resisténcia de

patogenos aos antimicrobianos (Liu ef al., 2018, Bose et al., 2020).

2.5 Salmonella na avicultura

A Salmonella ¢ um género bacteriano pertencente a familia Enterobacteriaceae,
caracterizada morfologicamente como um bacilo Gram negativo, anaerdbio facultativo, que nao
forma esporos e que se comporta como patégeno intracelular facultativo (Gasparetto, 2020;
Vieira, 2019). Essa bactéria ¢ sensivel a altas temperaturas, quando aquecida a 60°C por 15 a
20 minutos e quando congelada consegue se manter em quantidade consideravel, ou seja, o frio
ndo ¢ capaz de extingui-la completamente (D’aoust; Maurer, 2007).

O género Salmonella se divide em duas espécies, a Salmonella bongori com 23
sorovares € a Salmonella enterica com 2610 sorovares (Tindall ef al., 2005). A S. enterica por
sua vez, pode ser subdividida em seis subespécies sendo a S. enterica subsp. enterica a de maior
destaque na saude (Mclelland et al., 2001). Essas subspécies podem ainda ser subdividas em
sorotipos, classificados por seus antigenos de superficie conforme a classificagdo de Kaufmann-
White: antigenos somaticos (O), antigenos flagelares (H) e antigenos de viruléncia (Vi) (Jay,
2005). Na subespécie enterica os sorogrupos mais comuns sao A, B, C1, C2, D ¢ E (Rebolledo
et al., 2014); os quais sdo responsaveis por 99% das infec¢des em humanos e animais. Dentre
€SSes sorogrupos, 0s sorovares com maior importancia na sanidade avicola e satide publica sdao
Typhimurium, Heidelberg, Enteritidis, Pullorum e Gallinarum, os quais podem ser separados
em tificos e paratificos.

A Salmonella é responsavel por causar uma doenga infecciosa denominada salmonelose,
cuja transmissdo estd associada a ingestdo de alimentos e agua contaminados (Pinto, 2000).
Essa bactéria esta disseminada por todo mundo e suas caracteristicas genéticas permitem que

se adapte a diferentes ambientes e animais, por isso, ¢ considerada um potencial agente causador
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de zoonoses (Mendonga, 2016). Ela coloniza o trato intestinal de humanos e animais e pode ser
encontrada em alimentos de origem animal, como em ovos e carne (Souza, 2015) e sua
transmissdo ocorre principalmente por fezes contaminadas (Shinohara ef al., 2008; Ferreira et
al.,2013).

As aves podem se contaminar nos incubatdrios ou através da cama do aviario, da dgua
e racdo contaminada, do manuseio e transporte, além do contato com outros passaros, roedores
e insetos (Moraes et al., 2014; Afshin et al., 2014). Uma vez que a ave se infecta, seus produtos
como ovos e carne, tornam-se potenciais focos de transmissdo de Salmonella ao homem,

comprometendo assim a seguranga alimentar da populacdo (Rezende et al., 2005).

2.6 Salmonella Heidelberg

A Salmonella Heidelberg ¢ um sorovar paratifico pertencente a subespécie de
Salmonella enterica subsp. enterica. Ela faz parte do sorogrupo B e tem sido isolada de aves e
produtos derivados (Nascimento et al., 1995). A S. Heidelberg ¢ um dos principais sorovares
presentes na cadeia de produtos de origem animal. Além disso, ¢ 0 mais invasivo e capaz de
causar infec¢des graves no homem se comparada a outros sorovares paratificos (Chittick ez al.,
2006).

A grande problematica ¢ que além do potencial zoondtico, as cepas de S. Heidelberg
comprometem a eficacia terapéutica dos antibioticos, o que pode ser um desafio no controle das
salmoneloses (Figueiredo et al., 2013). Por isso, medidas de biosseguridade e de manejo devem
ser elaboradas a fim de prevenir a presenga dessa bactéria nas aves e nos alimentos (Mendonga,

2011).
3 METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Andlise de Produtos Alternativos aos
Antimicrobianos (LAPAT) e Laboratério de Doengas Infectocontagiosas (LADOC) na

Universidade Federal de Uberlandia.

3.1 Amostras
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Foram utilizadas as bactérias probidticas Bacillus Cereus (BC), Bacillus Licheniformis
(BL) e Bacillus Subtilis (BS) (IMEV®). Além disso, utilizou-se também a cepa de Salmonella
Heidelberg, isolada de carcagas de frangos.

Os probidticos foram testados da seguinte maneira: Bacillus Cereus isolado, Bacillus
Licheniformis isolado, Bacillus Subtilis isolado, Bacillus Cereus com Bacillus Subtilis, Bacillus
Cereus com Bacillus Licheniformis, Bacillus Licheniformis com Bacillus Subtilis e um blend

no qual foram misturados os trés Bacillus. Os testes foram realizados em triplicata.

3.2 Efeito inibitorio dos metabdlitos dos Bacillus pela metodologia do Spof em meio

solio sobre a Salmonella Heidelberg

Os Bacillus foram inoculados em 10 ml de caldo Infusdo Cérebro Coragao (BHI) a 35°C
por 48 horas sob agitacdo. Em seguida, 3 pL do caldo foi depositado no centro de placas com
Agar Nutriente (AN) e posteriormente as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas.

Ap0s, observou-se a formacgao dos spots de Bacillus nas placas. Em seguida foi feita a
inativagdo desses spots com 1,5 ml de cloroférmio por 60 minutos, seguido de 60 minutos de
exaustdo para completa eliminagdo do vapor de cloroféormio. Apods esse tempo, despejou-se
10mL de 4gar AN ainda liquido contendo 10uL de Salmonella Heidelberg (10° UFC/mL) sob
as placas, e entdo as placas foram incubadas a 37° C por mais 24 horas.

A classificag¢do dos halos de inibi¢do formados foi realizada segundo a metodologia de
Coelho-Rocha e al. (2023), na qual as atividades antibacterianas sdo consideradas muito fortes
(didmetro > 20 mm), fortes (15 mm < didmetro < 19 mm), moderadas (11 mm < didmetro < 14
mm), fracas (9 mm < didmetro < 10 mm) e ausente (didmetro < 9 mm).

Foi realizado o teste t de Wilcoxon considerando uma média tedrica de zero (p<0,05)

usando o programa GraphPad Prism 9.2.

3.3 Efeito inibitorio dos metabdlitos dos probidticos na Salmonella Heidelberg em

meio liquido

Os Bacillus foram incubados em 10 ml de caldo BHI a 35°C por 24 horas. No dia
seguinte os tubos foram levados para a centrifuga a uma rota¢ao de 4.500 G por 20 minutos a
4°C. Em seguida, 2 ml do sobrenadante foi misturado a 50 pL de Salmonella Heidelberg (10
UFC/mL). O teste foi executado em triplicata com controle positivo incubados a 37°C por 24

horas.
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Foi feita diluicdo seriada 1:10 das misturas e inoculadas posteriormente em placas de
agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) para contagem das coldnias bacterianas, incubadas a
37°C por 24 horas.

Foi realizado o teste da ANOVA seguido pelo teste de Tukey comparando cada grupo

com o controle positivo considerando p<0,05. O programa utilizado foi o GraphPad Prism 9.2.

3.4 Efeito inibitorio das vesiculas probidticas

Os caldos que foram centrifugados na etapa anterior 3.3., foram filtrados com um filtro
de seringa de poro 0,22 pm. O conteudo filtrado foi levado a ultracentrifuga a 100.000 G por 2
horas a 4°C.

Ap0s a centrifugacdo o sobrenadante de todas as amostras foi descartado e 100 uL de
PBS foi adicionado a solu¢ao, misturados e transferidos para microtubos.

Depositou-se 20 pL de Salmonella Heidelberg (10* UFC/mL) no centro dos pocinhos
da placa de 96 pocos e em seguida adicionou-se 20 pL da solucdo com as vesiculas
cuidadosamente em cima da Salmonella. Por fim, foram adicionou-se 160 pL de caldo Mueller
Hinton delicadamente. O teste foi realizado em triplicata contendo controle positivo. Essa placa
foi entdo para a estufa a 37°C por 24 horas.

No dia seguinte foram feitas dilui¢des em série 1:10 com as amostras dos pocinhos da
placa e em seguida foi feita a inoculagdo em placas com XLD no método de gota. Essas placas
foram para estufa a 37°C por 24 horas e posteriormente foi feita a contagem.

Como sdo resultados preliminares e os volumes foram idénticos para todos os meios
onde as bactérias cresceram, nessa etapa a quantificacdo das proteinas foi realizada apods a
andlise a fim de avaliar se quantidades similares de vesiculas extraidas teriam concentragdes
idénticas de proteinas.

Foi realizado o teste da ANOVA seguido pelo teste de Tukey comparando cada grupo

com o controle positivo considerando p<0,05. O programa utilizado foi o GraphPad Prism 9.2.

3.5 Dosagem das proteinas nas vesiculas extracelulares dos Bacillus pelo método de
Bradford

Primeiramente foi feita uma curva padrdo com as seguintes concentracdes de Albumina
Sérica Bovina (BSA): 0,125 pg/ml; 0,25 pg/ml; 0,5 pg/ml; 0,75 pg/ml; e 1,0 pug/ml. Aplicou-

se 5 uL de cada amostra na placa e adicionou 195 pL do reagente Bradford. As amostras foram
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incubadas sob leve agitacdo por 5 minutos. Depois efetuou-se a leitura da absorbancia no

comprimento de onda de 595 nm em espectofotometro.

4 RESULTADOS

Nenhuma das espécies de Bacillus inibiu a SH utilizando a metodologia do halo de
inibicdo em gel. Embora o BS associado ao BL apresentasse um halo, ele foi pequeno para ser
considerado significativo. A associacao de todas as espécies (BL, BS e BC) apresentou
moderada inibi¢do. Porém, mesmo com inibi¢gdo moderada, foi observado sinergismo entre BS

e BL ou BC, bem como entre BL e BS (Figura 1).

Figura 1. Halo de inibi¢do (mm) de Bacillus Cereus, B. Subtilis e B. Licheniformis em meio

solido contra Salmonella Heidelberg (SH)
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Foi realizada o teste t de Wilcoxon considerando uma média teorica de zero (p<0,05) usando o programa GraphPad Prism 9.2.
BC (Bacillus cereus), BS (Bacillus licheniformis) e BS (Bacillus subtilis). Observou-se que BC, BS e BL individualmente, assim como BC
associado a BL ou BS ndo formaram halo de inibigdo. A BS associada a BL formou um halo, mas a inibi¢do foi classificada como ausente e

BC associado a BL e BS formou um halo classificado como inibi¢do moderada (Coelho-Rocha ef al., 2023).

Os metabolitos reduziram a quantidade de SH em 2 logs UFC/mL em todos os
tratamentos (individuais ou em blend) pela metodologia da contagem em meio liquido. As
vesiculas ndo diminuiram a quantidade de SH, exceto as vesiculas produzidas por BL, que

diminuiram 1 log CFU/mL (Figura 2).
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Figura 2. Quantidade de Sal/monella Heidelberg (log UFC/mL) apds incubagdo com metabolitos
(caldo sem bactérias probidticas) e com vesiculas de diferentes espécies de Bacillus associadas

ou ndo, por 24 horas
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Testamos a ANOVA comparando cada grupo com Controle Positivo (CP) (p<0,05). A: Metabolitos (caldo sem bactérias probidticas), B:

Vesiculas extracelulares, CP: SH ndo tratado, BC: Bacillus cereus, BS: Bacillus licheniformis, BS: B. subtilis

A anélise da quantidade de proteinas pelo método de Bradford mostrou quantidades maiores
para BC e a associagdo entre BC e BS. A quantidade do BS foi inferior a todas as demais. No

entanto essa andlise foi apenas descritiva.

Tabela 1. Dosagem de proteinas pelo método de Bradford (pug/ml)

BLEND BL BC BS BC+BL BC+BS BS+BL

Proteinas 14,52 16,1 25,9 3,64 14,16 41,46 14,64

BC= Bacillus cereus, BS= Bacillus licheniformis, BS= Bacillus subtilis, Blend= BC+BS+BL

5 DISCUSSAO

Neste estudo observamos que em meio solido, a associag@o de bactérias produziu halos
inibitérios maiores. Isso pode ter ocorrido devido a maior produg¢do de metabdlitos pelas

bactérias em associacdo quando comparado a producdo de uma unica bactéria. Korenblum et
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al, 2005 realizou um estudo com cepas de Bacillus isoladas de um reservatério de petrdleo
brasileiro. As cepas foram capazes de inibir o crescimento bacteriano quando testadas em meio
solido e em meio liquido. Os autores observaram que o peso molecular do metabolito pode
influenciar seu efeito antimicrobiano, uma vez que metabolitos com alto peso molecular
formam halos inibitorios menores, fato que pode ser explicado pela alta quantidade de residuos
e outros constituintes do sobrenadantes nesses metabolitos.

No meio so6lido os metabdlitos de Bacillus ndo foram capazes de inibir a Salmonella de
maneira significativa. J4 no meio liquido ocorreu inibicdo em todos os tratamentos. Uma
hipotese ¢ que em meio sélido a difusdo dos metabolitos do probiodtico e bactéria patogénica
ocorre em uma superficie de contato menor, enquanto que em meio liquido a superficie de
contato ¢ maior, permitindo assim maior distribuicdo dos metabolitos sob a Salmonella.

Quando as vesiculas foram testadas ndo houve uma diminui¢ao no niumero de bactérias
patogénicas como ocorreu para os metabolitos. No entanto, ha de se considerar que pelo baixo
rendimento no processo de purificagdo das vesiculas o teste foi realizado considerando apenas
volumes idénticos de metabodlitos sem considerar as quantidades das vesiculas. Além disso,
exploramos apenas uma concentracdo. Isso obviamente € um viés, porém nesse trabalho a op¢ao
foi manter e discutir as possiveis alternativas para projetos futuros.

A quantidade de proteinas quantificadas pelo método de Bradford ndo demonstrou
relacdo com os resultados de inibicdo das EV’s isoladas sob a SH, uma vez que BC ¢ a
associagdo entre BC e BS apresentaram maior quantidade, porém o melhor resultado foi exibido
por BL. A sensibilidade insuficiente das técnicas de pesquisa pode contribuir para baixa
contagem de proteinas das EVS. Da mesma forma, contaminag¢des com proteinas derivadas de
células bacterianas podem aumentar a contagem proteica e também alterar os resultados
(Pedersen et al, 2003).

Como sdo secretadas por diferentes probioticos, as EVs podem desempenhar diferentes
papéis a depender da cepa, do fenotipo bacteriano, das condi¢des de cultura e dos mecanismos
de biogénese pelos quais sdo liberadas, ou seja, ndo hd um "mecanismo molecular universal"
que condiciona as EVs dos probioticos. Por isso andlises protedmicas e metaboldmicas mais
profundas devem ser realizadas (Bitto et a/, 2021).

O método da ultracentrifugagdo utilizado neste trabalho ¢ de dificil realiza¢do e baixo
rendimento. Em trabalhos futuros sugerimos utilizar outra metodologia, como a concentragao
em filtros e colunas de proteinas. Krzyzek et al, 2023 pesquisaram em diversos artigos, as
diferentes atividades biologicas das vesiculas extracelulares secretadas pelos probidticos. Eles

constataram que a metodologia de isolamento e purificacdo das vesiculas extracelulares ou a
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andlise de suas proteinas podem influenciar nos resultados obtidos, por isso novas metodologias
devem ser testadas. A maiorias das EVs dos probioticos nos artigos pesquisados foram isoladas
por ultracentrifugagcdo, mas os autores sugerem outros métodos como precipitacdo quimica e

cromatografia de exclusdo de tamanho.

6 CONCLUSAO

A metodologia de inibi¢do de S. Heidelberg por Bacillus em meio liquido ¢ mais
adequada que em meio solido. As vesiculas extracelulares de Bacillus Licheniformis diminuem
S. Heidelberg, mas outros trabalhos com melhor purifica¢do das vesiculas devem ser realizados
para melhor entendimento da interacdo das vesiculas extracelulares de Bacillus e bactérias

patogénicas.
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