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RESUMO

DA SILVA, Ivan Paulo Biano. Lactobacillus spp de origem humana probioticos
potenciais: caracteristicas funcionais e de seguranca. 2015. 51p Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2015.

A disbiose ou desiquilibrio da microbiota intestinal torna-se um problema cada
vez mais frequente na atualidade, tendo como consequéncia varias doencas
relacionadas. Bifidobactérias e lactobacilos influenciam positivamente a salde,
especialmente pela sua capacidade de inibir patdgenos e estimular o sistema imune. Os
principais requisitos de um microrganismo probiotico sdo a capacidade de resistir aos
sucos digestivos, adesdo ao epitélio intestinal para que exercam atividade de exclusédo
competitiva de patdgenos, além de serem seguros. Muitos autores também recomendam
a utilizacdo de probioticos espécie-especificos por serem mais adaptaveis ao organismo
humano e, portanto, melhor competidores. Esta pesquisa teve como objetivo a
caracterizacdo de algumas propriedades probioticas (resisténcia aos sucos gastrico e
intestinal, e atividade antimicrobiana) e aspectos de seguranca dos probioticos
(resisténcia aos antimicrobianos e capacidade hemolitica) de lactobacilos isolados de
criancas lactentes. Nos ensaios de inibi¢cdo, nenhuma cepa mostrou-se capaz de reduzir
Candida albicans quando cultivadas concomitantemente. Porém, as cepas Lac 11 e Al
se mostraram tdo ou mais eficientes que as cepas comerciais em inibir Echerichia coli.
Todavia, a cepa Lac 8 apresentou sinergismo no crescimento desta bactéria. Nao houve
diferenca significativa com relacdo a resisténcia aos antibioticos testados entre as cepas
comerciais e as de origem humana, com excecdo da cepa 24, que se mostrou
estatisticamente mais sensivel & ampicilina. No que tange a simulacgéo de passagem pelo
trato gastrointestinal (TGI), também ndo houve diferenca significativa entre as cepas
testadas. Além disso, todas as cepas mostraram-se ndo hemoliticas. A identificacdo
fenotipica pelo APl 50 CHL apontou as cepas 24, Lac 8 e Lac 11 como pertencentes a
espécie Lactobacillus rhamnosus. J& as cepas Al e Lac X foram identificadas como
Lactobacillus paracasei. Os resultados indicaram o potencial probioticos destas cepas
de acordo com os quesitos testados.

Palavras-chave: Disbiose, Alimentos Funcionais, Lactobacillus sp. e Exclusdo
Competitiva.



ABSTRACT

DA SILVA, Ivan Paulo Biano. Lactobacillus spp potential probiotics human origin:
functional and safety features. 2015. 51p. Dissertation (Master Science in Food
Science and Technology). Instituto de Tecnologia, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ. 2015.

The dysbiosis or imbalance of the intestinal tract microbiota becomes an
increasingly common problem today, resulting in various related diseases.
Bifidobacteria and lactobacilli positively influence the host health, especially due to its
ability to inhibit pathogens and stimulate the immune system. The main requirements of
a probiotic micro-organism is the ability to resist to digestive juices, adhesion to the
intestinal epithelium to exert the activity of pathogen competitive exclusion, besides
being safe. Many authors also recommend the use of species-specific probiotic to be
most adaptable to the human body and therefore better competitors. This study aimed to
characterize some probiotic properties (resistance to gastric and intestinal juices and
antimicrobial activity) and safety aspects of probiotics (antimicrobials resistance and
hemolytic capacity) of lactobacilli isolated from children infants as compared to
commercial probiotic lactobacilli. In inhibition assays, no strain was able to inhibit C.
albicans when grown concomitantly. However, the Lac 11 and Al strains have proven
to be as or more efficient than commercial strains to inhibit E. coli. However, the Lac 8
strain showed synergism, stimulating the growth of this bacterium. There was no
significant difference in relation to antibiotic resistance between commercial and human
origin strains, with the exception of strain 24, which was statistically more sensitive to
ampicillin. Regarding the simulation passage through the gastrointestinal (Gl) tract,
there was no significant difference between the strains. Furthermore, all strains were
non-hemolytic.Phenotipic identification by APl 50 CHL pointed strains 24, Lac Lac 8
and 11 as belonging to the species L. rhamnosus, the strains A1 and Lac X as L.
paracasei. The results indicate the potential of these strains as probiotics.

Keywords: Dysbiosis, Functional Foods, Lactobacillus sp and Competitive Exclusion.
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1 INTRODUCAO

A disbiose intestinal tem se tornado um problema cada vez mais frequente na
atualidade, referida em grande parte dos diagnosticos. Causada por diversos fatores,
como dieta inadequada, tratamentos quimioterapicos e estresse, ela constitui a perda do
equilibrio na microbiota intestinal e pode ter consequéncias que vao desde diarreias ou
constipacdo, dores abdominais, problemas de pele como acne, eczema e psoriase,
retardo no desenvolvimento em criancas, aumento das infec¢Oes por Candida, aumento
nos niveis de colesterol sérico, fadiga cronica, fibromialgia, resfriados, gripes frequentes
e até cancer.

Desta forma, bifidobactérias e lactobacilos, surgem como uma importante
ferramenta, contra a disbiose intestinal, pois influenciam positivamente a saulde,
especialmente pela sua capacidade de inibir patdgenos e estimular o sistema imune,
sendo os dois géneros de microrganismos mais utilizados na formulagdo de alimentos
com alegacéo de propriedades funcionais.

A modulacéo da microbiota intestinal, por exclusdo competitiva, € o principal
beneficio dos probidticos. Ocorre através da competicdo por nutrientes e da adesdo no
intestino por um determinado probiético a mucina, produzida pelas células de Goblet e
celulas epiteliais, diminuindo a colonizagdo por microrganismos patogénicos.

Outro mecanismo de exclusdo competitiva ¢ a capacidade de producdo de
substancias inibidora pelas bactérias probidticas, entre as quais acidos organicos,
bacteriocinas, peroxido de hidrogénio e acidos graxos volateis.

Além da exclusdo competitiva, outros beneficios potenciais dos probidticos
incluem estimulacdo do sistema imunoldgico, reducdo dos niveis de colesterol do soro,
efeitos nutricionais, produzindo enzimas importantes e aumentando a disponibilidade de
aminoacidos livres e vitaminas especialmente vitamina B e K, aumento da
disponibilidade de lactase, acidos graxos e célcio.

O conhecimento adequado dos tipos de microrganismos, assim como 0s eventos
que influenciam a sequéncia da colonizacdo, poderdo fornecer subsidios para a
modulacdo da microbiota intestinal, quando esta for necessaria para melhorar as funcées
protetoras que exercem.

Para determinado microrganismo ser considerado probidtico, sdo avaliados
diversos critérios em sua selecdo, dentre os quais podemos destacar: origem humana,
resisténcia a bile, &cidos e sucos digestivos, adesdo e seguranca. No entanto, é
praticamente impossivel que uma unica linhagem consiga agrupar todos os requisitos,
portanto, a estratégia adequada é encontrar individuos que possuam um conjunto de
caracteristicas direcionadas para determinado tratamento.



A maioria dos produtos probi6ticos existente no mercado, emprega isolados de
origem animal ou de matrizes alimenticias, embora seja amplamente aceito que 0s
espécie-especificos supostamente seriam mais adaptaveis as condi¢fes do organismo
humano. Desta forma, é objetivo deste trabalho avaliar as caracteristicas probidticas de
lactobacilos de origem humana, incluindo os aspectos de seguranca visando
desenvolvimento de alimentos funcionais microbianos.



2 OBJETIVOS

2.1. Geral

Caracterizar as propriedades funcionais de isolados de Lactobacillus de origem
humana.

2.2. Especificos
a) ldentificar fenotipicamente culturas de lactobacilos isolados da microbiota

intestinal de lactentes.

b) Avaliar a resisténcia as condigbes gastrointestinais dos isolados de
lactobacilos utilizando sucos géastrico e intestinal artificiais que mimetizam
as condi¢cBes do sistema digestorio, com relacdo a concentracdo de sais

biliares e pH.

c) Determinar a atividade antagonista dos isolados de Lactobacillus com

relacdo a Candida albicans e E. coli potencialmente patogénica

d) Avaliar aspectos de seguranca dos probidticos potenciais no que se referem a

resisténcia a antibidticos e atividade hemolitica em Agar (MRS) sangue.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. Disbiose Intestinal

A disbiose intestinal ocorre pelo desequilibrio da microbiota local, havendo
nesse caso, aumento no ndmero de microrganismos patogénicos em relacdo aqueles
considerados benéficos para nosso organismo. Ela pode acarretar uma série de
complicagBes ao nosso organismo como a méa digestdo e absorcdo de nutrientes no
intestino delgado, produgdo de toxinas, mal estar, diarreia, inflamagéo e producéo de
substancias peptidicas mutagénicas e carcinogénicas através da combinacdo de toxinas e
proteinas provenientes da alimentacdo. De maneira geral a dishiose intestinal é causada
pela falta de cuidado adequado com o trato gastrointestinal como ma alimentacéo,
consumo excessivo de alimentos processados e estresse. Tratamentos prolongados com
antibidticos também podem desempenhar um importante papel no desenvolvimento da
disbiose intestinal, pois além de conferir resisténcia aos microrganismos patogénicos
ainda podem diminuir consideravelmente a populacdo de microrganismos benéficos
(ALMEIDA et al, 2009).

3.2. Alimentos Funcionais

A ANVISA nédo define alimentos funcionais. Por outro lado ela estabelece
algumas diretrizes importantes. Assim devido a necessidade de constante
aperfeicoamento das acGes de controle sanitario na area de alimentos, e visando a
protecdo a saude da populacdo, a necessidade de estabelecer regulamento referente a
procedimentos para registro de alimentos e ou novos ingredientes e ainda levando em
consideracdo que o registro na area de alimentos € um procedimento legal e obrigatério
no Brasil, ela resolveu aprovar o regulamento técnico de procedimentos para registro de
alimentos e ou novos ingredientes no qual também se enquadram os alimentos
funcionais contendo probioticos (BRASIL, 1999a).

E cada vez mais comum na sociedade, a ideia de que a alimentagio saudavel
esteja associada ao aumento na qualidade de vida e dai ocorre 0 aumento no interesse e
na busca por alimentos funcionais. Porém, muitas das vezes se confunde alimentos
funcionais com nutracéuticos, no entanto, os alimentos funcionais devem estar na forma
de alimento comum, serem consumidos como parte da dieta e produzir beneficios

especificos a saude, tais como a reducéo do risco de diversas doencas e a manutencdo



do bem-estar fisico e mental. As substancias biologicamente ativas encontradas nos
alimentos funcionais podem ser classificadas em grupos tais como: probioticos e
prebidticos, alimentos sulfurados e nitrogenados, pigmentos e vitaminas, compostos
fenolicos, acidos graxos poliinsaturados e fibras. Por outro lado, os nutracéuticos sdo
alimentos ou parte dos alimentos que apresentam beneficios a salde, incluindo a
prevencéo e/ou tratamento de doencas (MORAES E COLLA, 2006).

Com relacdo a seguranca, a ANVISA aprovou o regulamento técnico que
estabelece as diretrizes béasicas para avaliacdo de risco e seguranca dos alimentos,
incluindo os que contenham probidticos e para isso levou em consideracdo 0s seguintes
fatores: o consenso cientifico sobre a relacdo existente entre alimentacéo-saude-doenca
que vem despertando em todo o mundo o interesse no uso dos alimentos como um dos
determinantes importantes da qualidade de vida, 0s novos conceitos relativos as
necessidades de nutrientes em estados fisioldgicos especiais e a possibilidade de efeitos
benéficos significativos de outros compostos, ndo nutrientes, dos alimentos, 0 aumento
da expectativa de vida, os fatores ligados a urbanizacdo, a influéncia da midia e os
aspectos econémicos ligados a industrializacdo de novos alimentos, as inovagdes
tecnoldgicas, a globalizacdo da economia, a intensificacdo da importacdo de alimentos e
por fim, a necessidade da harmonizacdo da legislacdo em nivel internacional além da
possibilidade de que novos alimentos ou ingredientes possam conter componentes,
nutrientes ou ndo nutrientes com acdo bioldgica, em quantidades que causem efeitos
adversos a saude. (BRASIL, 1999b)

Outro passo importante foi estabelecer as diretrizes basicas para analise e
comprovacdo de propriedades funcionais e ou de salde alegadas nas rotulagens de
alimentos. Dessa forma, a alegacdo de propriedade funcional é aquela relativa ao papel
metabolico ou fisioldgico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento,
desenvolvimento, manutencdo e outras fung¢bes normais do organismo humano.
Enquanto a alegacdo de propriedade de salde € aquela que afirma, sugere ou implica a
existéncia de relacdo entre o alimento ou ingrediente com doenca ou condicdo
relacionada a saude. A alegacdo de propriedades funcionais e ou de saude é permitida
em carater opcional. Assim, o alimento ou ingrediente que alegar propriedades
funcionais ou de satde pode, além de fung¢bes nutricionais basicas, quando se tratar de
nutriente, produzir efeitos metabolicos e ou fisioldgicos e ou efeitos benéficos a satde e

ainda devem ser seguro para consumo sem supervisao médica. (BRAISL, 1999c).



Por fim, a ANVISA aprovou o regulamento de procedimentos para registro de
alimento com alegacdo de propriedades funcionais e ou de salde em sua rotulagem
(BRASIL, 1999d).

Um trabalho muito interessante ressalta a importancia dos alimentos funcionais e
estabelece a relacdo entre as diretrizes das politicas publicas de saude brasileiras e 0s
critérios adotados pela ANVISA para aprovacdo das alegacbes de propriedades
funcionais. Ainda ressalta a convergéncia das diretrizes destas politicas que objetivam a
reducdo das doengas crénicas ndo-transmissiveis na populacdo através da promocao da
alimentacdo saudavel e da atividade fisica (STRINGHETA, 2007).

3.2.1. Probiéticos

Uma das demonstragdes mais convincentes do papel da microbiota intestinal em
termos de resisténcia a doencas foi a demonstracdo de que cobaias livres de microbiota
foram mortas por 10 células de Salmonella enteritidis, mas foi preciso 10° células para
matar um animal convencional com uma microbiota intestinal completa (COLLINS e
CARTER, 1978)

O termo probiotico foi inicialmente definido como “Organismos e Substancias que
contribuem para o equilibrio intestinal” (PARKER, 1974). Posteriormente, como
“Suplemento microbiano Vvivo que afeta beneficamente o hospedeiro melhorando o
equilibrio microbiano intestinal, tendo efeito na prevencdo de condi¢do patoldgica
especifica” (FULLER, 1989). Esta definicdo deixa clara a necessidade de que o0s
probidticos estejam vidveis. De maneira semelhante e mais recentemente os probioticos
foram definidos como sendo microrganismos cuja administracdo em quantidades
adequadas promove beneficios a saide e ao bom funcionamento do organismo do
hospedeiro (SAAD, 2006). Eles possuem a propriedade de controlar a populagdo
microbiana intestinal através da promoc¢édo de efeitos antagbnicos e competi¢do contra
bactérias patogénicas e estimulacdo do sistema imunolégico. O mesmo autor destaca
ainda que outros beneficios obtidos pela sua ingestdo envolvem a reducéo do colesterol,
prevencdo de doencas inflamatorias, diarreias e neoplasias, sintese de vitaminas e
efeitos que se estendem para além do sistema gastrointestinal.

Dessa forma existem diversas definicdes de diferentes autores, porém de uma

maneira geral a definicdo mais aceita internacionalmente é que eles sdo microrganismos



vivos, administrados em quantidades adequadas, que conferem beneficios a saude do
hospedeiro (FAO/WHO, 2001; Sanders, 2003).

A utilizacdo de culturas de bactérias probiéticas estimula o crescimento de
microrganismos desejaveis, elimina bactérias potencialmente prejudiciais, e reforca os
mecanismos de defesa naturais do corpo. Hoje, existe uma abundancia de evidéncias
sobre os efeitos positivos dos probidticos na satide humana. (SALMINEN et al, 1998a).

A modulagdo da microbiota intestinal, por exclusdo competitiva, € o principal
beneficio dos probioticos. Ocorre através da competicdo por nutrientes e atraves da
adesdo no intestino por um determinado probidtico a mucina, produzida pelas células de
Goblet e células epiteliais, diminuindo a colonizagdo por microrganismos patogénicos
(SAVAGE, 1992).

Devido aos seus beneficios para saude, bactérias probidticas tém sido cada vez
mais incluidas nos iogurtes e outros leites fermentados durante as Gltimas duas décadas.
Os microrganismos mais comumuente usados para estas finalidades tém sido os
lactobacilos como Lactobacillus acidophilus e bifidobactérias muitas vezes referida
como "bifidus” (DALY e DAVIS, 2008).

Dessa forma a maioria dos probidticos e os mais estudados pertencem aos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (O'FLAHERTY E KLAENHAMMER, 2010).
Os lactobacilos sdo, ha muito tempo, associados a producao de alimentos fermentados,
especialmente de produtos lacteos, mas a adicdo de bifidobactérias a alimentos é mais
recente. Esses microrganismos sdo geralmente resistentes a bile e a acidos porque
muitas das espécies sdo encontradas no trato gastrointestinal (TGI) como parte da
microbiota normal (O'FLAHERTY E  KLAENHAMMER, 2010).

O conceito de utilizacdo de espécies de Lactobacillus para o tratamento e
prevencédo de doencas, bem como a restauracéo e manutencao da saude ndo é nova. Nos
ultimos tempos, tem havido uma renovagdo do interesse no uso de probiéticos (distinta
de antibioticos), impulsionado em grande parte pelos consumidores, a imprensa leiga, e
0 rapido aparecimento de cepas patogénicas resistentes aos antibioticos. Os produtos
lacteos, em conjunto com o contetdo do trato gastrointestinal, séo as principais fontes
de isolamento de novos potenciais organismos probioticos (AMBADOY IANNIS et al,
2005).

A ANVISA instituiu o regulamento técnico de substancias bioativas e
probidticos isolados com alegacao de propriedades funcionais e ou de saude, e através

dele definiu probidtico como microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio
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microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do individuo (ANVISA,
2002). Ela ainda define uma lista de lactobacilos e bifidos bactérias aceitos como
probidticos bem como as respectivas alegacdes. Tais lactobacilos sdo: Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei variedade rhamnosus,
Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus paracasei e Lactococcus lactis.
Atraveés deste regulamento determina que a alegagdo deve seguir da seguinte forma: “O
(indicar a espécie do microrganismo) (probidtico) contribui para o equilibrio da flora
intestinal. Seu consumo deve estar associado a uma alimentacdo equilibrada e habitos
de vida saudaveis” (Brasil, 2015).

3.2.2 Prebidticos

O termo prebidtico foi adotado para definir "ingredientes alimentares néo
digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro por estimular seletivamente o
crescimento e / ou atividade de uma ou um nimero limitado de bactérias no intestino
afim de melhorar a saude do hospedeiro” (Mattila-Sandholm et al 2002). Por exemplo,
insulina, galacto-oligossacarideos (GOS), fruto-oligossacarideos (FOS) (GIBSON e
ROBERFROID, 1995). Os mesmos autores destacam que modificacdes por prebidticos
da composicdo da microbiota do célon leva a predominancia de algumas das bactérias
potencialmente promotoras de salde, especialmente, mas ndo exclusivamente,
lactobacilos e bifidobactérias.

Em outra definicdo os prebidticos sdo considerados carboidratos ndo digeriveis
que afetardo beneficamente os hospedeiros apds a ingestdo, pois eles estdo disponiveis
como fonte de energia seletiva para os probi6ticos, estimulando seu crescimento e
atividade no intestino (ZIEMER e GIBSON, 1998). Dessa forma a eficiéncia dos
beneficios para saude é probidticas, aumentada pelo uso de prebiéticos (ANJO, 2004;
SAAD, 2006).

3.2.3 Simbidticos

Um grande desenvolvimento em alimentos funcionais refere-se a alimentos que
contém probidticos e prebidticos que melhoram a salde promovendo a microbiota
intestinal. H& cada vez mais evidéncias cientificas para apoiar o conceito de que a
manutencdo da microbiota intestinal saudavel pode fornecer protecdo contra doencas

gastrointestinais, incluindo infec¢Bes gastrintestinais, doengas inflamatorias intestinais,



e até mesmo cancer (HAENEL e BENDIG, 1975; MITSUOKA, 1982; SALMINEN et
al, 1998a).

Assim, a aplicacdo combinada de pré e prebiodticos, um conceito conhecido
como simbidticos, segundo Fooks et al, 1999 vem sendo inclusive utilizada nos
processos de microencapsulacdo de probioticos. Uma abordagem simbidtica é
frequentemente realizada por co-encapsulacdo de amido resistente (RS), na forma de
amido de milho de alto teor de amilose juntamente com os microorganismos probi6ticos
dentro da microcéapsula. O ideal seria que 0 componente prebidtico fosse metabolizado
pelo probiodtico utilizado na formulacdo (STEFE, ALVES e RIBEIRO, 2008).

3.3. Lactobacillus ssp.
As bactérias do género Lactobacillus fazem parte da microbiota saproéfita

desejavel e foram isolados pela primeira vez a partir de fezes de lactentes amamentados
no peito materno por Moro em 1900. Inicialmente, este pesquidador atribuiu 0 nome
Bacillus acidophilus como uma designacdo genérica dos lactobacilos intestinais
(OLIVEIRA, 2011). A classificacdo taxonémica atual do L. acidophilus esta mostrada

no quadro 1.

Lactobacillus foi o primeiro género a ser empregado em bactoterapia e também
em profilaxia apartir de bactérias com os trabalhos de Metchnikoff em 1907,
relacionando a modulagdo da microbiota intestinal e a longevidade dos habitantes dos
Balkans. Os lactobacilus séo incapazes de formar esporos, sao desprovidos de flagelos e
possuem uma forma bacilar ou cocobacilar. Eles sdo bactérias anaerdbicas ou
microaerofilas, gram-positivas, que convertem lactose e outros agucares simples em
acido lactico. A producdo de acido lactico leva a reducdo do pH, e por consequéncia a
inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas. Eles ainda sdo capazes de colonizar o
intestino, previnir diarréias, promover recuperacdo de gastrenterites infantis causadas
por rotavirus (SUGITA E TOGAWA, 1994). O género compreende aproximadamente
60 espécies, sendo que as mais utilizadas para fins de aditivo dietético sdo as espécies
Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus e L. casei. A primeira é a espécie mais comum,
encontrada na forma de células livres, aos pares ou em cadeias curtas. Trata-se de uma
espeécie pouco tolerante a salinidade do meio e microaerofila. Seu crescimento em meios
solidos pode ser favorecido pela anaerobiose ou pressdo de oxigénio reduzida. Uma

grande parte das linhagens de L. acidophilus sdo capazes de degradar a amigdalina,



celobiose, frutose, galactose, glicose, lactose, maltose, manose, sacarose e esculina
(NAHAISI, 1986).

L. acidophilus
Classificacgdo cientifica
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordem: Lactobacillales
Familia: Lactobacillaceae
Género: Lactobacillus
Espécie: L. acidophilus

Nomenclatura binomial

Lactobacillus acidophilus

Fonte: Oliveira (2011)

Quadro 1: Classificacdo taxonémica de Lactobacillus acidophilus.

Os lactobacilos estdo inseridos dentro do grupo das bactérias lacticas, e muitas
espécies sdo utilizadas na indlstria alimenticia como culturas iniciadoras em
fermentados e outros produtos. Além disso, eles sdo responsaveis pelo aumento da vida
de prateleira destes produtos, gracas a producéo de substancias antimicrobianas e ao seu
efeito competitivo, evitando que microrganismos deteriorantes ou patogénicos consigam
crescer e se estabelecer nos alimentos (PEREIRA e GOMEZ, 2007).

A multiplicacdo destes microrganismos ocorre melhor em temperaturas de 35-
40°C, embora possam se desenvolver a 45°C e, quanto ao pH, preferem valores de pH
de 5.5-6.0. Sua tolerancia a acidez do meio varia entre 0.3 e 1.9% (v/v) de acidez
titulavel (MACEDO et al, 2008). Varios fatores ambientais podem afetar a interacéo de

lactobacilos com microrganismos patdégenos como pH, disponibilidade de oxigénio,
nivel de substratos especificos e presenca de secre¢des (SALMINEN et al, 1996).
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O equilibrio entre as espécies de bactérias residentes promove a estabilidade
da populagdo microbiana em condi¢Ges normais. No entanto, em situacdes particulares
como nos casos de diarréias agudas ou em casos de intervencfes com dietas restritivas
OU mesmo em casos de tratamento antimicrobiano, o equilibrio pode ser rompido e
haver a permissdo de crescimento excessivo de espécies com potencial patogénico,
como Clostridium difficile, associado com colites pseudomenbranosas (BURIGO et al,
2007)

3.3.1 Propriedades Funcionais Atribuidas a Lactobacilos

Os aspectos funcionais principais desejaveis nas cepas de Lactobacillus
devem ir de encontro aos critérios de selecdo dos probidticos e dessa forma incluem:
adesdo ao epitélio intestinal e a0 muco, exclusdo competitiva de patégenos tais, como
Helicobacter pylori, Salmonella sp., Listeria monocytogenes e Clostridium difficile , E.
Colli spp e Candida spp através de antagonismo e producdo de compostos
antimicrobianos) e estimulacdo do sistema imune intestinal conhecido pela sigla GALT,
do ingles gut-associated lymphoid tissue. Evidentemente que para exercerem esta
atividade no intestino, estas bactérias, conforme ja citado, para probidticos de uma
maneira geral, primeiramente devem apresentar caracteristicas bioquimicas como
resisténcia ao baixo pH do suco gastrico a bile e suco pancreatico (SAARELA et al,
2000).
Lactobacillus spp. tem capacidade de modular a populagédo microbiana do intestino. Ao
que parece, as estratégias relacionadas a funcdo de controle da microbiota intestinal séo
a producdo de substancias com atividade antimicrobiana, a adesdo ao epitélio intestinal
e coagregacao aos demais microrganismos (WYNNE et al, 2004).
De acordo com Redondo-Lopez et al (1990) a protecdo do ecossistema vaginal exercida
por lactobacilos pode ser acompanhada por dois mecanismos: (i) producdo de
substancias antimicrobianas tais como &cido latico e bacteriocinas e (ii) aderéncia a
mucosa e coagregacdo que pode formar uma barreira a qual previne colonizagdo por
microrganismo patogénicos.
Ja o processo de coagregacdo no qual bactérias geneticamente distintas se aderem umas
as outras via moléculas especificas tem sido atribribuido a trés mecanismos. O primeiro
diz respeito a interac@o entre componentes da superficie celular, em que as proteinas de

aderéncia (adesinas) sdo lectinas — proteinas de origem ndo imunoldgica que realizam
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aglutinacdo celular gracas a sua propriedade de se ligar de forma reversivel a
carboidratos. Este mecanismo parece ser o observado na aglutinagdo de células de
leveduras por espécies de Lactobacillus atraves de ligagdo a manose presente na parede
celular de leveduras (ADLERBERTH et al., 1996). Ja nos dois mecanismos restantes,
as adesinas ndo sao lectinas. Eles se baseiam, respectivamente, na secrecdo de uma
proteina especifica que media agregacdo e altera a frequéncia de conjugacao, e secrecdo
de ferormonios sexuais, também capazes de alterar a frequéncia da conjugagdo (MORI,
SAKAGAMI e NARITA, 1985; RENIERO et al, 1991). A parede celular de leveduras
consiste de polissacarideos contendo manose (manana). Escherichia coli e outras
enterobactérias portadoras de receptores contendo adesinas manose-especificas
aglutinam células de leveduras. Desta forma, a capacidade de ligar-se as células de
leveduras pode ser uma indicacdo de atividade especifica a manose. Portanto, a lectina
ligadora de manose (MBL) tem papel fundamental na defesa contra Candida albicans.
A adesdo de Lactobacillus plantarum as células do c6lon humano (HT-29) € devido a
um mecanismo sensivel a manose. (ADLERBERTH et al, 1996).

Os requisitos funcionais de probioticos devem ser estabelecidos por meio de métodos
in vitro e os resultados destes estudos devem ser refletidos em estudos controlados em
humanos. Outros requisitos desejaveis incluem imunoestimulacdo, mas nenhum efeito

pré-inflamatorio, e atividade antigenotdxica (SAARELA et al, 2000).

3.3 Exclusédo Competitiva

O principal beneficio atribuido aos probidticos é a exclusdo competitiva
de patdgenos, que ocorre por diferentes mecanismos como: a) competicdo com
receptores no epitélio intestinal, como ocorre com lactobacilos que inibem diretamente
a ligacédo de Salmonella, E. coli e outros patdgenos de origem alimentar b) secrecéo de
fatores que inibem a internalizacédo e a adesdo de agentes patogénicos, assim como 0
aumento da secre¢do de mucina como ocorre com lactobacilos que estimulam a
secrecdo de MUC 2 e MUC 3, que inibe a aderéncia de E. coli enteropatogénica c)
estimulo do efeito de barreira da mucosa, tal como os lactobacilos e bifidobactérias,
que ajudam a impedir agentes patogénicos de induzir um aumento da permeabilidade
intestinal, d) a producdo de acidos graxos volateis e / ou outras substancias
antibacterianas, por microbiota anaerobia além da competicdo por nutrientes
(LUCHESE, 2012).
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3.3.3 Producéo de Substéncias Antimicrobianas e Competicéo por Nutrientes

Um tipo de mecanismo de exclusdo competitiva é a capacidade de
producdo de substancias inibidoras pelas bactérias probidticas, entre as quais &cidos
organicos, bacteriocinas, peroxido de hidrogénio e &cidos graxos volateis (LUCHESE,
2012; MORO e ARSLANOGLU , 2005; REID, 2008)
Ha& varios relatos na literatura de que outros produtos, especialmente sintetizados por
lactobacilos, sejam capazes de apresentar atividade contra microrganismos
indesejaveis, o que vem fortalecer a aceitacdo de Lactobacilos como probidtico. Entre
as principais substancias podemos citar o acido latico causando reducdo do pH
intestinal, assim como de acidos graxos volateis, como acetato, propionato e butirato,
peroxido de hidrogénio, proteinas e/ou peptideos (bacteriocinas) com acao inibitdria
contra grupos selecionados de bactérias. Relatos de alguns trabalhos sugerem também
que os probidticos fazem uma rapida metabolizacdo de substratos, tornando-os
indisponiveis aos patdgenos e eliminando-os por competi¢do de nutrientes (MORO e
ARSLANOGLU, 2005; REID, 2008).

3.4 Critérios de Selecdo de Microrganismos Probioticos

Varios critérios sdo utilizados para classificar um microrganismo como
probidtico. Além de possuirem propriedades funcionais reconhecidas, devem ser
seguros e ndo apresentarem qualquer risco aos consumidores e, quando estes
microrganismos probidticos forem utilizados em alimentos, apresentarem caracteristicas
tecnoldgicas desejaveis (SAARELA et al, 2000 ).

Para determinado microrganismo ser considerado probidtico, sdo avaliados
diversos critérios em sua selecdo, dentre os quais podemos destacar: origem humana,
resisténcia a bile, acidos e sucos digestivos, ou seja, resisténicia ao trato gastrointestinal,
adesdo e agregacdo e por fim seguranca. No entanto, € praticamente impossivel que uma
Unica linhagem consiga agrupar todos 0s requisitos. Portanto, a estratégia adequada é
encontrar individuos que possuam um conjunto de caracteristicas direcionadas para
determinado tratamento. Os probidticos mais estudados e aceitos ultimamente
pertencem a dois géneros, Lactobacillus e Bifidobacterium, sendo que outras bactérias e

algumas leveduras também desempenham esse papel (CYPRIANO, 2013).
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3.4.1 Critérios de Seguranca

Os seguintes critérios de seguranca devem ser observados: as cepas para uso
humano devem ser preferencialmente de origem humana, isoladas a partir do trato
gastrointestinal humano saudavel, ndo poderdo ter nenhum histérico de patogenicidade,
bem como ndo ter nenhum tipo de associacdo com doencas como a endocardite
infecciosa ou distdrbios gastrointestinais. Nao devem desconjurar sais biliares, pois isso
seria uma caracteristica negativa no intestino delgado e por fim ndo podem carregar

genes transmissiveis de resisténcia a antibioticos (MARTEAU et al, 1995).

3.4.2 Resisténcia a Antibidticos

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € um importante problema de satde
publica global, que afeta ndo s6 a medicina humana e veterindria, mas também a
producdo de alimentos (AMMOR et al, 2007).

O crescente problema global da resisténcia antimicrobiana também pode
envolver bactérias lacticas, como Lactobacillus por causa do possivel risco de
transferéncia de genes de resisténcia (DUSKOVA e KARPISKOVA 2013).

Os antibidticos tém sido amplamente utilizados como aditivos para a
alimentacdo de gado para promover o seu crescimento, aumentar o ganho médio diéario,
melhorar o consumo alimentar, para prevenir infeccdes, diminuir a mortalidade de
bezerros, etc. (MORRILL et al, 1995). No entanto, a utilizacdo de drogas
antimicrobianas no gado, pode contribuir para a resisténcia aos antibioticos de agentes
patogénicos em humanos e animais (FEY et al, 2000).

A cadeia alimentar estd se tornando uma possivel forma de disseminacdo da
resisténcia aos antibidticos nas popula¢bes bacterianas de animais e seres humanos
(WITTE, 2000). As cepas com plasmideos de resisténcia a antibioticos ndo devem ser
empregadas como probidticos, por serem, possivelmente capazes de transmitir 0s
fatores de resisténcia para bactérias patogénicas, dificultando a cura de infeccOes
(SAARELA et al, 2000, SALMINEN et al, 1998a). Porém cabe ressaltar que diarreia
poOs-tratamentos com antibidticos é um dos problemas de salde que as bactérias
probidticas sdo capazes de moderar (SEPP et al, 2011). VIkova et al, (2006) sugere que
as cepas resistentes aos antibioticos testados parecem ser adequadas para administracdo
a ruminantes jovens durante o tratamento com antibidticos. E neste caso, 0 uso de
probioticos € muito comum. Determinadas cepas a serem utilizadas nesses tratamentos

devem ser resistentes aos antibidticos usados na terapia (CLEMENTI; AQUILANTI,
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2011; DUSKOVA; KARPISKOVA, 2013). Por estas razdes, é fundamental conhecer o
perfil de sensibilidade a antibidticos por parte da bactéria probidtica. De maneira
semelhante, Hyacinta et al, (2014) também defenderam, em alguns casos, 0 uso de
cepas resistentes, pois em seus estudos concluiram, que as cepas por eles testadas nédo
representavam risco no que tange a transferéncia de genes de resisténcias para outras
bactérias. Eles atribuiram isso, & declarada resisténcia intrinseca a vancomicina
(BERNARDEAU et al, 2008) e quinolonas (HUMMEL et al, 2007) no género

Lactobacillus.

3.4.3 Adeséo

Foi caracterizado um pepetideo produzido por Lactobacillus gasseri
(anteriormente classificado como L. plantarum), que promove a agregacdo de células de
L. plantarum e Enterococcus spp. Foi levantada a hipdtese de que esses agregados
poderiam mediar a protecdo de mucosas através da formacdo de um filme bacteriano
que impediria 0 acesso de microrganismos indesejaveis na mucosa vaginal (BORIS et
al, 1997).

A adesdo ocorre através de mecanismo que envolve ligacdo entre adesinas
presentes na superficie celular dos microrganismos e receptores celulares da mucosa
intestinal. A capacidade de protecdo exercida pelos comensais da microbiota contra a
colonizacdo do trato intestinal por microrganismos patogénicos é um tipo de excluséo
competitiva (SANDERS, 1993).

Os probidticos podem competir pela adesdo a mucosa intestinal através da
secrecdo de substancias que inibem a internalizacdo e a adesdo de patdgenos, assim
como aumento na secrecdo de mucina, como ocorre com lactobacilos os quais
estimulam a secrecdo de MUC2 e MUC3 que inibe a aderéncia de E. coli
enteropatogénica. Além disso, a exclusdo de patogenos pode ocorrer através da
competicdo por receptores no epitélio intestinal como ocorre com lactobacilos que
inibem diretamente a adesdo de Salmonella, E. coli e outros patégenos veiculados por
alimentos (CABALLERO-FRANCO, et al. 2007).

Este fato levou a uma série de estudos relacionados a inclusdao de componentes
naturais nao digeriveis junto a alimentacdo. Esta inclusdo tem como objetivo intervir ou
suprimir a aderéncia de patdgenos a superficie intestinal. Como existem carboidratos
ndo digeriveis, metabolizaveis por bactérias especificas que podem fazer parte da

microbiota ou serem introduzidas nela, como é o caso dos lactobacilos, surgiu a ideia de
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associar os dois conhecimentos, levantando a possibilidade de administracdo de
substancias probioticas que possam suprimir adesdo de culturas patogénicas e ao mesmo
tempo, estimular o crescimento e colonizagcdo dos Lactobacillus na microbiota ou
probidticos. Essa nova abordagem define a ecoimunonutricdo (GIBSON et al, 1995;
NOUSIAINEN e SETALA, 1998).

3.4.4 Resisténcia aos Sucos Digestivos

Para exercerem esta atividade no intestino, os probidticos primeiramente devem
apresentar caracteristicas bioquimicas como resisténcia ao baixo pH do suco gastrico a
bile e suco pancreatico (SAARELA et al, 2000).

3.5 Propriedades Tecnoldgicas

Apesar de ndo ser objeto de estudo deste trabalho vale ressaltar que ainda que
um determinado microrganismo atenda aos critérios de seguranca e funcionalidade, para
que ele seja considerado um probidtico, deve ter também, boas propriedades
tecnoldgicas de modo que possa ser incorporado nos produtos alimentares, sem perder a
viabilidade e a funcionalidade ou a criacdo de sabores desagradaveis ou ainda texturas.
Deve ter capacidade de crescer no leite, ou outro produto de interesse, ter boas
propriedades sensoriais e estabilidade, enfim deve ter viabilidade de processo
(LUCHESE; MACEDO; OLIVEIRA, 2014).

Lactobacillus e Bifidobacterium sdo os dois géneros de microrganismos mais
utilizados como probioticos por suas propriedades funcionais. Entretanto, quando sédo
consideradas especificamente as caracteristicas tecnoldgicas, bactérias do género
Lactobacillus tendem a ser mais tolerantes a &cidos produzidos nos alimentos
fermentados assim como ao aumento do potencial de 6xido-reducdo que ocorre por
permeacdo de oxigénio através das embalagens, do que Bifidobcterium. Isto porque
Lactobacillus sdo microaerofilos ou anaerobios facultativos, enquanto que
Bifidobacterium sdo anaerdbios ou aerotolerantes, portanto mais sensiveis aos niveis de
oxigénio. Ademais, espécies de Lactobacillus empregadas como probioticas sdo
homofermentativas ou heterofermentativas facultativas, enquanto que Bifidobacterium
sdo heterofermentativas e sintetizam acido acetico de odor pungente e desagradével
(LUCHESE; MACEDO; OLIVEIRA, 2014).

A manutencdo da viabilidade e atividade dos probidticos sdo consideradas pré-

requisitos para a funcionalidade ideal. No entanto, alguns estudos demonstraram que 0s
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probidticos ndo vidveis podem ter efeitos benéficos, como a modula¢do imune e
obrigatoria no paciente com doenga oncoldgica (SALMINEN et al, 1999). Assim, para
certas cepas probioticas pode ser suficiente que elas crescam bem durante as etapas
iniciais de producao, a fim de obter nimeros altos o suficiente no produto, mas eles em

alguns casos, nao precisam manter boa viabilidade durante o armazenamento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Culturas Microbianas

Lactobacillus spp.: As cepas de lactobacilos fazem parte da colecdo de culturas
do Laboratorio de Microbiologia do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
UFRRJ. Foram isoladas do intestino de lactentes de até duas semanas de idade, e
identificados em nivel de género durante o trabalho de doutoramento de Oliveira (2011).

Testou-se inicialmente 14 isolados de origem humana sendo selecionadas 05
cepas (Lac 8, Lac 11, Lac Al, Lac x e Lac 24) com base nos resultados de interacao.

Também foram utilizadas culturas comerciais como comparacdo: Lactobacillus
acidophilus (Sacco, Cadorago, CO, Italia), as quais foram identificadas simplesmente
pelo cdédigo  Sacco, e Lactobacillus casei-01 (Christian Hansen, Hoersholm,
Dinamarca) denominada de Hans.

Candida albicans: Isoladas do intestino de lactentes de até duas semanas de
idade, e identificadas por testes morfoldgicos e bioguimicos por Oliveira 2011.

Escherichia coli: A linhagem de E. coli ATCC 25.922 foi obtida da colecao de
culturas do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde - INCQS, Rio de
Janeiro, RJ) na forma liofilizada.

4.2 Padronizacao do Inoculo

Para cada cultura de probidtico potencial, foi determinada a equacdo de
regressao linear relacionando absorbancia com UFC/mL que permitiu conhecer o valor
do indculo a ser usado. A suspensdo de células obtida da terceira transferéncia em caldo
MRS (Himédia) foi centrifugada e lavada duas vezes com 2mL de tampéo fosfato pH
7,2. Diluic6es de 1:10, 1:20. 1:50 e 1:100 foram preparadas em tampéo fosfato pH 7,2 e
o valor da absorbancia de cada dilui¢do foi determinado em espectrofotdmetro (1105,
BEL PHOTONICS SP, USA) a 480 nm. Ao mesmo tempo, foi feita a contagem de
células por inoculacio de diluicdes seriadas em Agar MRS (Himedia) adicionado de
0,05% de cisteina (Vetec) e incubadas a 36°C em jarra de anaerobiose. A curva foi

linearizada e obteve-se uma equacdo do 1° grau.

As culturas foram ativadas por trés transferéncias sucessivas em caldo MRS
(Himédia) e incubadas a 36°C por 48 horas sob anaerobiose. O crescimento da Ultima
ativacdo foi centrifugado. Logo apos, foi desprezado o sobrenadante e o pellet foi lavado
duas vezes com 2mL de tampéo fosfato pH 7,2. Posteriormente, a massa celular foi re-
suspensa em volume suficiente do mesmo tampao de forma a obter concentragdo 10’
UFC/mL
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4. 3 Identificacdo dos Lactobacillus ssp

Os isolados de lactobacilos foram previamente identificados através da realizacéo
de coloracdo de Gram, seguida dos testes da catalase e oxidase, do crescimento a 15 °C e
a 45 °C e da digestdo do soro de Loeffler (CYPRIANO, 2013). Para a identificagéo
bioquimica das culturas pelo estudo do perfil de fermentacdo de carboidratos, foi
utilizada a bateria de testes APl 50 CHL, para lactobacilos (Biomérieux®, Franca). Os
perfis de fermentagdo dos carboidratos no APl 50 CHL foram processados com o auxilio
do software apiweb™ (Bioméricux), disponivel no endereco eletrbnico:
https://apiweb.biomerieux.com/index.jps.

4.4 Caracterizacao da Atividade Probiotica dos Isolados de Lactobacilos

4.4.1 Resisténcia as condic¢des gastrointestinais

A simulacédo das condigdes gastrintestinais foi realizada com a utilizacdo de suco
gastrico e suco intestinal, ambos artificiais, os quais foram preparados segundo a
metodologia de Picot; Lacroix (2004) e Mozzi et e al (2009) com modificagdes.

Para o preparo tanto do suco gastrico quanto do suco intestinal, foi utilizada uma
solucdo base (SB) aquosa com a seguinte composicdo: cloreto de calcio (0,11 g/l);
cloreto de potassio (1,12 g/l); cloreto de sodio (2,0 g/l) e fosfato acido de potassio (0,4
g/l). Para esterilizacdo dessa solucdo, a mesma foi autoclavada a 121°C por 15 minutos.

Para obtencdo do suco gastrico artificial, imediatamente antes da sua utilizagéo,
foram adicionadas mucina (3,5 g/l) e pepsina de origem suina (0,26g/l) a SB, sendo o pH
corrigido para 2,0 com solucdo HCI 1N. Em seguida, para realizacdo do ensaio, uma
aliquota de 0,1 ml da suspensdo com lactobacilos e 0,9 ml do suco géstrico artificial foi
adicionada em tubos de Eppendorf. Logo apds, as amostras foram incubadas a 37°C e
sob leve agitacdo. Depois de 30 minutos, a fim de avaliar a viabilidade celular, foram
realizadas dilui¢des seriadas (102 a 10”°) e o plagueamento pela técnica da microgota em
Agar MRS.

Ja para obtencdo do suco intestinal artificial, também imediatamente antes da
utilizagdo, foram adicionadas solucéo de bile a 15% (10 ml/l) e solucéo de pancreatina
(78 g/L), sendo o pH ajustado para 7,0 com solucdo de bicarbonato de sddio 1N. Para
realizacdo do ensaio, as amostras de lactobacilos suspensas em suco gastrico foram
centrifugadas a 6000 rpm por 5 minutos. Em seguida, a solucdo sobrenadante foi

descartada e o pellet, contendo os micro-organismos, foi ressuspendido em 0,9 ml do

19



suco intestinal. Logo ap0s, as amostras foram incubadas a 37°C sendo agitadas
manualmente a cada 15 minutos por 30 segundos. Depois de 120 minutos, a fim de
avaliar a viabilidade celular, foram realizadas diluicdes seriadas (102 a 10) e aplicada a
técnica da microgota em Agar MRS para verificar o crescimento de unidades formadoras

de colbnias.

4.4.2 Atividade Antimicrobiana Contra Candida albicans e E. coli

A capacidade de inibicdo do crescimento de patégenos por lactobacilos foi
realizada em meio liquido, empregando-se a metodologia descrita por Drago et al, (1997)
com modificacdes.

Para avaliacdo da capacidade de inibicdo do crescimento de C. albicans, foram
utilizados tubos de Eppendorf com capacidade de 2,0 mL, que continham, a0 mesmo
tempo, 0,4 mL de caldo MRS e 0,4 mL de caldo extrato de levedura triptona. Em
seguida, foram adicionados a essa solucdo 0,1 mL de uma suspensdo com Lactobacilos e
0,1 mL da suspensdo com C. albicans. Ja para avaliacdo da capacidade de inibicdo do
crescimento de E. coli, um procedimento semelhante foi adotado. Nesse caso, foram
usados 0,4 mL de caldo Casoy (Himedia®) e 0,4 mL de caldo MRS. Logo apés, foram
adicionados 0,1 mL da suspensao de lactobacilos e 0,1 mL da suspensédo de E. coli.

E importante ressaltar que todos os meios foram previamente autoclavados e que
os tubos foram incubados concomitantemente em aerobiose, sendo a concentragdo da
suspensdo de lactobacilos na ordem de 107 células, e de 10° células para E. coli e C.
albicans. Além disso, nos casos em que foram associados lactobacilos com E. coli, a
temperatura de incubacdo foi de 36°C. J& em casos de incubagdo conjunta entre
lactobacilos e C. albicans, a temperatura de incubacéao foi de 30°C. Esse procedimento se
deu a fim de favorecer o crescimento do agente potencialmente patogénico.

Apbs um periodo de 18 horas, 0s meios foram substituidos por meio fresco a fim
de minimizar o efeito do pH e da deplecdo de nutrientes. Para esse propdsito, as culturas
foram centrifugadas (3300 x g, 20 °C, 15 minutos) e os pellets ressuspensos em novos
meios. Logo depois, as culturas foram reincubadas por um periodo de 24 horas em
anaerobiose a 36 °C a fim de simular as condigdes do intestino humano. Ao término
desse periodo, foi empregada técnica da microgota para contagem de E. coli e C.

albicans.
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4.4.3 Enumeracéo das Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)

Os tubos foram agitados em voértex (K MS1 Minishaker, IKA) para proceder as
diluicBes sucessivas (10 até 10°°) de cada suspensdo. Por fim, foi empregada a técnica
da microgota cujo aliquota era de 25ul para posteriormente verificar o numero de
unidades formadoras de colénia em placas com Agar Sabouraud para inoculacio de C.
albicans e Agar EMB para E. coli. Ndo obstante, foram preparados controles sem
inoculacéo de lactobacilos.

A incubacdo procedeu-se em anaerobiose e a temperatura foi de 36°C para E.coli
e de 30° C para C. albicans sendo a contagem das unidades formadoras de colbnia

realizadas no tempo de 24h e 48h com auxilio de uma lupa.

4.5 Aspectos de seguranca dos probioticos potenciais

Alguns aspectos de seguranca especificos devem ser levados em conta, mesmo
no caso de bactérias laticas consideradas QSP (Qualified Presumption of Safety), sigla
em inglés que significa que séo qualificados presuntivamente como seguros. Estes testes
incluem a auséncia de resisténcia a antibioticos adquirida e auséncia de fatores de

viruléncia.

4.5.1 Teste de resisténcia a antibidticos

Foi empregado 0 método de difusio em Agar descrito por Kirby Bauer (1966)
com modificacdes. Esse ensaio foi realizado para sete antibidticos de uso humano
(associacdo entre amoxicilina e &cido clavulanico, ciprofloxacino, cefaloxina,
cloranfenicol, tetraciclina, ampicilina e &cido nalidixico) impregnados em discos

(Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes la Coquette, Franca).

Foram preparados in6culos das cepas de Lactobacillus em caldo MRS com
aproximadamente 10° ufc/mL, cuja turbidez equivale a 0,5 na escala de McFarland. A
suspensdo bacteriana foi diluida na propor¢do de 1:100 e 200 pl da mesma foram
semeados com um swab em placas de Agar MRS. Ap6s perfeita absorcdo do indculo, os
discos com antibidticos foram posicionados nas placas e as zonas de inibigédo
observadas ap6s 36 h de incubacdo, a 37°C e em anaerobiose. Apds esse periodo, 0s
didmetros (em milimetros) das zonas claras de inibi¢do do crescimento ao redor de cada

disco foram medidos com auxilio de um paquimetro.
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A fim de classificar os lactobacilos isolados em relacdo a sensibilidade as
substancias antimicrobianas, foi empregada a metodologia padronizada por Vlakova et
al, (2006). De acordo com esse trabalho, essa sensibilidade é proporcional ao tamanho
do halo formado a partir do disco impregnado com antibiético. Dessa forma, a
classificacdo foi estabelecida da seguinte forma: halo de até 15mm indica a cepa como
resistente; halo com didmetro entre 16mm e 22mm, cepa com uma susceptibilidade

intermediaria e 0 halos maiores de 23 mm, cepa sensivel.

4.5.2 Pesquisa de atividade hemolitica em Agar sangue

Os lactobacilos isolados foram mantidos por 18 horas em caldo MRS. Apds esse
periodo, inoculou-se uma microgota de 25 pL da suspensdo de lactobacilos na
superficie de Agar MRS adicionado de 5% de sangue de carneiro desfibrinado.
Imediatamente ap0s a inoculacdo, as amostras foram incubadas em anaerobiose, a 35°C,
por 48h. A atividade hemolitica era considerada apds a constatacdo de um halo de

hemolise ao redor do crescimento.

4.6 Analises Estatisticas

Todos os resultados obtidos foram apresentados em valores de média * erro
padrdo. No presente estudo, para grupos submetidos a interferéncia de um unico fator de
variacdo, os resultados foram analisados por ANOVA de uma via. J& para grupos
submetidos & interferéncia simultanea de dois fatores de variagdo, os dados foram
analisados por ANOVA de duas vias. Em ambos os casos, quando necessario, tais
andlises foram sucedidas teste de Tukey para detectar ndo somente diferencas entre 0s
tratamentos, mas também dentro dos proprios grupos. Nao obstante, foi usado o teste de
Grubbs para deteccdo de valores aberrantes. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando os valores de p<0,05. Vale destacar que o
software GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA, EUA) foi utilizado para todas as analises

estatisticas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo das Espécies dos Lactobacilos Isolados

A fim de identificar as espécies dos lactobacilos isolados de fezes de criangas,
utilizamos o método do API 50 CHL. Os resultados obtidos através desse teste

bioquimico se encontram na tabela 3.

Tabela 3. Identificacdo das Espécies de Lactobacilos Isolados de Fezes de criancas.

CODIGO ESPECIE
HANS L. casei
SACCO L. acidophilus
LACS8 L. rhamnosus
LAC 11 L. rhamnosus
LAC Al L. paracasei
LAC X L. paracasei
LAC 24 L. rhamnosus

Vale ressaltar que ja foram constatados casos em que os lactobacilos estudados
diferiram na sua capacidade de fermentacdo de acgUcares, determinada pelo APl 50 CHL
e sua identificacdo com base nesses perfis ndo coincidiam com uma identificagdo
molecular-bioldgica na maioria dos casos. Entretanto as cepas comerciais HANS e
SACCO usadas no presente estudo tem indicagdo na embalagem de serem L. casei e L.
acidophilus respectivamente. Esta identificacdo foi comprovada fenotipicamente atraves
do API 50 CHL realizada nesta pesquisa para a comercial Sacco.
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5.2 Simulacéo de Passagem no Trato Gastrintestinal.

Outro pré-requisito importante para se considerar um microrganismo como
probidtico é a resisténcia as condi¢bes fisico-quimicas do trato gastrintestinal. Para
verificarmos essa propriedade, realizamos uma simulacdo de passagem no trato
gastrintestinal. Usando o teste ANOVA de duas vias, foi demonstrado que nem o tipo
de lactobacilo e nem a interacdo entre as varidveis experimentais foram estatisticamente
significativos. Todavia, houve um efeito fortemente significativo da progresséo
temporal [F(2, 41) = 42,28; p < 0,0001] (Figura 4).
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Figura 4. Sobrevivéncia de cepas de lactobacilos comerciais (HANS e SACCO) e
isolados de origem humana submetidos as condi¢fes gastricas (30 minutos) e intestinais
(120 minutos).
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Figura 5: Sobrevivéncia de cepas de lactobacilos comerciais (HANS e SACCO) e
isolados de origem humana submetidos as condi¢des gastricas (30 minutos) e intestinais
(120 minutos). Representacdo em grafico. * representa p < 0,05; ** representa p < 0,01
e *** p < 0,001 quando comparados a viabilidade celular no tempo 0.
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E de amplo conhecimento que o TGI diminui o nimero de células viaveis, sendo
essa uma caracteristica muito importante no que diz respeito ao potencial probidtico dos
lactobacilos. A ANVISA determina que a concentragdo de lactobacilos nos alimentos
funcionais probiéticos deve estar em torno de 10° a 10° (BRASIL, 1999a). Porém ndo se
sabe ao certo o quanto deveria ser a concentracdo no intestino humano para que se tenha
uma boa resposta probiética. Para efeito deste trabalho se considerou que 10 seria uma
concentracdo vidvel. A reducdo da viabilidade celular observada (Figura 5) apds 120
minutos em contato com os sucos digestivos foi menor que duas reducgdes decimais para
todas as cepas de lactobacilos, incluindo as comerciais. Diferentemente Favarin,
Laureano-Melo e Luchese (2015) encontraram uma reducdo dréstica de até cinco
reducBes decimais no nimero de células vidveis de bifidobactérias ndo encapsuladas
apos exposicdo das condicGes simuladas do TGI. Vale ressaltar que o tempo de
exposicdo aos sucos gastrico e intestinal empregado por Favarin, Laureano-Melo e

Luchese (2015) foi o dobro do utilizado nesta pesquisa.

Os resultados obtidos nesta pesquisa indicam que ndo houve diferenca
significativa entre as cepas testadas e as cepas comerciais. Esse resultado também
ressalta um ponto positivo para estas cepas, pois se trata de uma caracteristica probidtica

desejavel.

O género Lactobacillus desempenha um papel crucial no intestino humano e se
destaca por ser o microrganismo mais utilizado como probiotico. Dessa forma tem que
sobreviver a passagem por este intestino em forma vital. Em termos de concentracao,
com excecdo da regido do estbmago que possui acidez elevada com pH médio 2
(SICILIANO e MAZZEO 2012) e regido do intestino e cdlon onde ficam expostas a
acdo da bile, a concentracéo varia entre 1 e 40 mmol / L. (FONTANA et al, 2013).

Para superar as condig0es impostas por esta travessia, os lactobacilos intestinais
sdo capazes de metabolizar sais biliares conjugados por hidrolise (DE BOEVER e
VERSTRAETE 1999). Inclusive, ja foi comprovado em estudos recentes que algumas
cepas oriundas do TGI se adaptam mais progressivamente & presenca de sais biliares
(RUIZ et al, 2013) em comparagdo com as bactérias provenientes de outros nichos.
Partindo dessa premissa, possiveis cepas probioticas isoladas de queijo ndo mostraram
t40 elevada taxa de sobrevivéncia na presenca de 0,5 e 1% biliar (BELICOVA et al,
2013).

26



Em concordancia com os nossos resultados, a sobrevivéncia de duas cepas de
Lactobacillus, L. murinus e L. reuteri, ndo foram afetadas pela presenca de bile nos
estudos realizados por Hyacinta e colaboradores, que ainda obtiveram um surpreendente
resultado do efeito da bile nas cepas de lactobacilos estudadas. Segundo este autor, foi
observado que a resisténcia ou susceptibilidade dos lactobacilos a alguns antibioticos
pode ser revertida mediante a exposi¢cdo aos ais biliares. Ainda de acordo com esse
trabalho, as cepas que obtiveram maior sobrevivéncia em presenga de bile foram
L.reuteri KO 4b, L. plantarum KG 4, e L. reuteri E (HYACINTA et al, 2014).

Além da bile, enzimas que auxiliam na digestdo realizada pelo hospedeiro,
micro-organismos comensais circundantes e microbiota patogénica oportunista também
afetam a composi¢do da microbiota do TGI e representam um obstaculo contra agentes
probidticos pela obtencdo de nutrientes e pela ligacdo aos receptores da célula
hospedeira (HOROSOVA et al, 2006). Portanto, € amplamente aceito que o estresse
sofrido por esses probidticos durante a passagem pelo TGI influencia negativamente na
capacidade dos mesmos em manter seus beneficios & salde do hospedeiro. Foram
ressaltados importantes mecanismos envolvidos na estratégia usada pelos lactobacilos
para vencer e atravessar as barreiras impostas pelo TGl e, consequentemente,
conseguirem chegar com viabilidade ao seu destino final, onde geralmente exercem o
seu papel de agente probidtico. Dentre tais mecanismos, destacam-se: manutencdo da
homeostase do pH intracelular, reparacdo do DNA e de proteinas danificadas devido ao
baixo pH e modificacdo da arquitetura do envelope celular (LEBEER et al, 2008).

5.3 Atividade Antimicrobiana Contra C. albicans e E. coli

A fim de avaliar a interagdo dos lactobacilos isolados com micro-organismos
potencialmente patogénicos, como C. albicans e E. coli, realizamos o teste de inibigcdo
(Figura 1 e Figura 2, respectivamente). Nesse teste, foi verificado que nenhum dos
lactobacilos isolados foi capaz de reduzir a viabilidade de C. albicans. Todavia, através
do teste Tukey, foi observado que as cepas comerciais HANS e SACCO, bem como as
cepas isoladas Lac 11 e Lac Al, quando cultivadas em consércio com E. coli,
reduziram de maneira significativa (P< 0,001 e P< 0,01 respectivamente) o crescimento
dessa bactéria em relagdo a condicdo controle. Curiosamente, o Lac 8 aumentou
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significativamente o crescimento da E. coli quando comparado com as cepas comerciais
HANS e SACCO.
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Figura 1. Crescimento de C. albicans em consorcio com cepas de Lactobacillus. Os

resultados sdo médias de trés repeticdes. Controle, C. albicans em crescimento axénico.
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Figura 2. Crescimento de E. coli em consércio com cepas de lactobacilos. Controle, E.
coli em crescimento axénico Os resultados sdo médias de trés repeticdes, * representa p
< 0,05; **, p < 0,01 e *** p < 0,001 quando comparado a condicdo controle. ++, p <
0,01 quando comparado com a cepa comercial HANS. #, p<0,05 quando comparado
com a cepa comercial SACCO.

O fato de Lactobacillus serem capazes de inibir patdgenos é cientificamente
aceito e comprovado (BERNET-CAMARD et al, 1997; DUNNE et al, 2001). Isso pode
se dar por varios fatores, tais como: producdo de acido lactico, substancia capaz de

reduzir o pH do meio, condigdo esta, ndo suportada pela maioria dos agentes
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patogénicos ou ainda producdo de peroxido de hidrogénio e acidos graxos de cadeia
curta. Compostos antibacterianos especificos como antibidticos ou bacteriocinas
também tém sido indicados como responsaveis pela inibicdo de patégenos (DRAGO et
al, 1997). Todavia, o tipo de compostos antibacterianos usados para inibicdo de
patdgenos varia de acordo com cada cepa. Recentemente, foi observado que as
atividades inibidoras de L. fermentum e L. rhamnosus foram decorrentes da produgéo de
peroxido de hidrogénio, enquanto que a de L. gallinarum e outra cepa de L. rhamnosus,
pela producéo de bacteriocinas (BUINAKOVA, 2012).

No presente estudo, vale ressaltar que as cepas Lac 11 e A1 se mostraram tao ou
mais eficientes quanto as duas cepas ja usadas comercialmente. Embora tais resultados
tenham sido promissores por indicarem um potencial probidtico das cepas testadas, nao
sabemos ainda os mecanismos envolvidos nesta inibicdo. De maneira semelhante,
também ndo sabemos explicar os mecanismos envolvidos no processo de sinergismo

entre a cepa Lac 8 e E. coli usada nesse ensaio.

5.4 Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos.

Em termos de seguranca a ANVISA através da resolucdo n°® 17 aprova o
Regulamento Técnico que estabelece as Diretrizes Basicas para a Avaliacdo de Risco e
Seguranca dos Alimentos. ( BRASIL, 1999b).

Para que um micro-organismo seja considerado potencial probiético também é
necessario que 0 mesmo ndo seja resistente aos agentes antimicrobianos utilizados na
rotina medica. Para verificarmos essa peculiaridade, realizamos um teste de
sensibilidade a antimicrobianos. No presente estudo, classificamos a sensibilidade dos
lactobacilos isolados as substéncias antimicrobianas através da metodologia

padronizada por Vlakova (2006). Os dados estdo demonstrados na (Tabela 1).
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Tabela 1. Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos.

CEX30 TET 30 AMP 10 CLO 30 CIP5S AMC30 NAL 30
HANS 17,6+1,38 | 35,0£5,02S 34,0+2,62S 28,6+1,92S 21,4+5461 34,3£3,18S OR
SACCO 16,8+2,42 | 353+3,34S 33,3+1,89S 351+2,30S 20,3+4,621 38,2+4,16 S OR
LACS8 17,7£3,38 | 26,2+5,18S 36,3+2,57S 31,1+3,19S 22,6+7,551 41,3+0,70 S OR
LAC 11 13,5¢1,72R  34,3+2,41S 335+1,17S 24,6+293S 19,1+4421 38.9%+1,07S OR
Al 16,2+3,54 | 34,5+4,10S 32,9+4,14S 29,5+1,67S 22945751 33,3+x1,65S OR
LAC X 153+269R  38,0+2,11S 38,7+3,17S 28,7336 S 24,0+0,30S 39,2+1,07 S OR
24 21,240,141 43,6+2,97S 53,0+8,34S 43,0£3,42S 25,0+0,42S 44,3+5,80S OR

S: sensivel (> 23mm), I: intermediario (16 a 23 mm) e R: resistente (<16 mm). CFX 30
(cefalexina) TET 30 (tetraciclina) AMP 10 (ampilicilina) CLO 30 (cloranfenicol) CIP 5
(ciprofloxacina) AMC 30 (Amoxicilina com Acido Clavulanico) NAL 30 (naloxona)

Para avaliar possiveis diferencas de sensibilidade entre os lactobacilos isolados e
cepas comerciais, realizamos o teste ANOVA de uma via, sucedido, quando necessario,
do teste Tukey. Em nossos resultados, ndo foram verificadas diferengas significativas
entre 0s micro-organimos isolados e cepas comerciais quando submetidos ao tratamento
com Cefalexina (Figura 3a), Tetraciclina (Figura 3b), Naloxona (Figura 3c),
Ciprofloxacino (Figura 3d), Amoxicilina (Figura 3e) e Cloranfenicol (Figura 3f). Esse
resultado reforca ainda mais o potencial probidtico das cepas isoladas e avaliadas nesse
estudo. Entretanto, vale ressaltar que ja foi confirmada a resisténcia do género
Lactobacillus a vancomicina e quinolonas (ofloxacina, ciprofloxacina) para oito cepas
testadas (HYACINTA et al, 2014).
estudo recente que, apesar da maioria das 24 cepas testadas terem sido sensiveis a certos

Da mesma forma como ja foi demostrado em

agentes antimicrobianos (estreptomicina, gentamicina, clindamicina, eritromicina,
tetraciclina, quinupristina-dalfopristina), trés cepas de Lactobacillus rhamnosus foram
resistentes, sendo inclusive eliminadas em triagens posteriores (BUINAKOVA et al,
2012).

Por outro lado, neste teste, outro resultado que chamou a atencdo foi que ao
utilizarmos a ampicilina (Figura 3g), foi constatado que o Lac 24 é estatisticamente
mais sensivel a esse antibidtico do que as cepas comerciais HANS (5,3 + 0,41 log de
UFC vs 3,4 £ 0,26 log de UFC, p = 0,03) e SACCO (5,3 £ 0,41 log de UFC vs 3,3 £
0,18 log de UFC, p = 0,02). Este é um dado interessante uma vez que ampicilina é
amplamente usado em medicina humana e veterindria. Dessa forma, poderia ser

esperado que cepas comerciais, que naturalmente ndo estivessem tdo expostas a pressao
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seletiva por parte destes antibidticos, fossem mais sensiveis a ele do que uma cepa

recentemente isolada de um organismo humano.
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Figura 3. Comparacdo da sensibilidade aos antimicrobianos entre cepas de lactobacilos
comerciais e isolados de origem humana. * representa p < 0,05 quando comparado a
cepa comercial HANS e #, p<0,05 quando comparado com a cepa comercial SACCO
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5.5 Hemolise em Agar Sangue.

A capacidade de hemdlise € uma propriedade indesejavel comum em muitos
micro-organismos patogénicos. Para verificarmos se os lactobacilos isolados usados
nesse estudo possuiam tal particularidade, realizamos a semeadura dos lactobacilos em
Agar sangue. De acordo com a tabela 2, nenhum dos lactobacilos apresentou capacidade

hemolitica, reforcando ainda mais seu potencial probidtico.

Tabela 2. Hemolise em Agar Sangue.

CODIGO HEMOLISE
HANS Negativo
SACCO Negativo
LAC8 Negativo
LAC 11 Negativo
LAC Al Negativo
LAC X Negativo
LAC 24 Negativo
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6 CONCLUSOES

Todas as cepas atenderam aos requisitos de seguranca, nao apresentando
atividade hemolitica e sensibilidade a antimicrobianos semelhante as cepas comerciais,
sendo uma cepa de L. rhamnosus Lac 24 ainda mais sensivel que as comerciais ao
antibidtico ampicilina.

Da mesma forma, todas as cepas avaliadas apresentaram resisténcia quando
submetidas a condi¢bes simuladas de passagem pelo trato gastrointestinal.

Com relagéo a atividade antagonista contra C. albicans nenhum dos lactobacilos,
incluindo os comerciais, foi capaz de reduzir a viabilidade deste microrganismo, mas
todas, com excecdo de L. ramnosus lac 8 tiveram acdo antagonista contra E. coli
destacando-se a atividade de dois isolados identificados como L. ramnosus lac 11 e L.
paracasei Al.

Conclui-se que as cepas isoladas de humanos L. ramnosus lac 11 e L. paracasei

Lac Al apresentaram maior potencial probidtico com relacdo aos testes efetuados.
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