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RESUMO

Usado a milhares de anos para conservacao do leite, a sua fermentacdo vem sendo
utilizado até hoje. O leite fermentado € um dos veiculadores dos probioticos, que € um
termo derivado do grego que significa “a favor da vida”. Probioticos sé&o
microrganismos vivos, que quando administrados em quantidades adequadas e
diarias, conferem beneficios a saude do hospedeiro. Neste trabalho foram realizados
quatro testes in vitro: teste de sensibilidade ao pH géstrico, teste de sensibilidade aos
sais biliares, teste de antagonismo contra agentes patogénicos e teste de
suscetibilidade aos antimicrobianos. Os resultados obtidos foram satisfatérios, as
amostras foram pouco sensiveis as injurias do trato gastrintestinal, inibiram os
microrganismos patogénicos pelos testes de antagonismo in vitro, algumas amostras
foram resistentes aos antimicrobianos e foram resistentes ao pH gastrico e sais
biliares, permaneceram com suas contagens altas, as amostras testadas sé&o

realmente probidticas de acordo com os testes realizados.

Palavras-chave: bactérias acido laticas; lactobacilos; efeitos benéficos.



ABSTRACT

Used since a long time ago as a conversation technique, milk has been fermented until
nowadays. Fermented milk is an efficient way to deliver probiotic, which is derived from
greek which means “in favor of life”. Probiotics are live microorganism which when
administered daily and in adequate amounts, confer health benefits to its host. This
work’s objective was to evaluate and qualify probiotic potential of commercial
fermented milks through four in vitro tests: sensibility test to gastric pH, sensibility test
to biliary salts, antagonism against pathogenic microorganisms and susceptibility test
do antimicrobials. Obtained results were satisfactory, samples presented low
sensibility to gastric (low pH) and intestinal (biliary salts) injuries, inhibition against
pathogenic microorganisms and sensibility to most of the tested antimicrobials, except
to those to which they present intrinsic resistance. According to the observed results,
tested samples seem to be truly probiotics.

Keywords: lactic acid bacteria; beneficial effects; lactobacilli.
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1. INTRODUCAO

Um dos procedimentos mais antigos usados para a conservacao do leite é a
sua fermentacdo, que os seres humanos praticam ha milhares de anos (TAMINE,
2002). Ao longo da histéria o uso de bactérias &cido laticas (BAL) e de outros
microrganismos em alimentos lacteos fermentados foi propagado. Gilliland (1985)
afirmou varios beneficios que os microrganismos podem acrescentar aos alimentos:
conservacao de suas propriedades em termos nutricionais, adicionando sabor e maior
seguranca alimentar ao produto sdo algumas caracteristicas citadas por ele. Deixando
de ser apenas um método de conservacao, a fermentacdo foi um meio de ampliar a
vasta opcao de produtos lacteos disponiveis para consumo. Isso levou a industria de
alimentos a perceber que os consumidores modernos estdo cada vez mais
preocupados com a salde e que desejam ingerir alimentos que sejam saudaveis e de
preferéncia capazes de prevenir doencas. E a busca incessante por novos produtos
gue promovam a saude (MATTILA- SANDHOLM et al., 2002).

Oriundos da fermentacéo de leites, o leite fermentado é produzido de culturas
especificas de microrganismos, os quais devem ser ativos, abundantes e viaveis no
produto final até o final da sua vida util (BRASIL, 2007). Os géneros Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc e Streptococcus sdo 0s principais microrganismos lacticos
usados na producdo do lacteos fermentados. Bactérias pertencentes ao género
Lactocacillus sdo as majoritariamente utilizadas para a producdo desses leites
fermentados e incorporam caracteristicas sensoriais através da producéo de &cidos e
compostos carbonilicos no produto. Além disso, com a reducdo do potencial
hidrogeniénico (pH), ocorre a inibicdo do crescimento de microrganismos
deteriorantes e patogénicos (ROBINSON, 1991).

Microrganismos vivos sao denominados probioticos que oferecem beneficios a
saude do consumidor, além dos efeitos relacionados a nutrigdo quando ingeridos em
guantidades recomendadas (FAO/WHO/OIE, 2003). Alivio dos sintomas de
intolerancia a lactose, modulagédo do sistema imunoldgico e da microbiota intestinal,
tratamento e prevencdo da diarreia, acdo na diminuicdo do colesterol e acgao
anticarcinogénica sédo alguns dos efeitos desejaveis associados ao uso do leite
fermentado (GUPTA; GARG, 2009; REID et al., 2002).
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Existem fatores que contribuem para o desenvolvimento de uma nova geracao
de probidticos. Um exemplo sdo as diferentes regides geograficas, que apresentam
requisitos nutricionais e de saude especificas para cada localidade. Além disso, a
capacidade de sobreviver em matrizes alimentares locais, assim como a valorizacéo
de amostras probidticas isoladas localmente e os instrumentos tecnoldgicos
disponiveis para o desenvolvimento de culturas industriais, € algo que individualiza e
amplia as opcdes de pesquisas no tema (SYBESMA et al.; 2015). A busca de mais
fontes de isolamento de microrganismos potencialmente probioticos, incluindo
alimentos fermentados tradicionais de diferentes culturas e regides geogréficas, € uma
tendéncia atual em diferentes compostos da biotecnologia microbiana (MAHASNEH;
ABBS, 2010).

O objetivo deste trabalho é de avaliar, qualificar e obter resultados especificos
de testes in vitro do potencial probiético de microrganismos probidticos veiculados por
meio de leites fermentados funcionais comerciais, encontrados com facilidade na rede

varejista de Minas Gerais.
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2. REVISAO DE LITERATURA: OS PROBIOTICOS

2.1. Histérico

Ha milhares de anos ja se usava microrganismos como meio de promover a
saude do homem. Persa do Antigo Testamento (Génesis 18:8) ja mencionava esses
beneficios de alimentos fermentados. Ele relata que “Abraao atribuiu sua longevidade
ao consumo de leite azedo”. Mais a frente, Plinio, um romano historiador em 76 A.C.,
recomendava 0 uso de produtos lacteos fermentados para o tratamento de
gastrenterites (SCHREZENMEIR; DE VRESE, 2001).

Ganhador do prémio Nobel por seu pioneirismo nas descricdes de fagocitose,
0 russo Elie Metchinkoff (1845-1916), foi o primeiro microbiologista a sugerir o
consumo de leite fermentado para modular a microbiota digestiva. Sua teoria consistia
na ideia de que metabdlicos toxicos produzidos pela microbiota intestinal poderiam ter
um efeito adverso sobre o hospedeiro. Algumas bactérias degradavam proteinas que
dependendo de suas concentracdes tornavam-se toxicas ao organismo. Ele sugeriu,
para reduzir essa autointoxicacdo, manipular a microbiota intestinal, no intuito de
diminuir ou substituir o nUmero de bactérias putrefativas por meio da ingestéo de leites
fermentados com bactérias produtoras de acido lactico. Isso foi hipotetizado baseado
na observacdo de cidadados bulgaros, que apresentavam uma expectativa de vida
elevada e que eram grandes consumidores de produtos lacteos fermentados. Ele
passou a defender o uso de alimentos fermentados a partir deste dado, supondo que
os lactobacilos eram importantes para a saude humana (METCHIKOFF, 2004,
VASILIJIVIC; SHAH, 2008; SHOTT, 1999).

Tissier foi outro pesquisador importante que contribuiu para o uso de
probioticos. Em 1906, para modular a microbiota de criancas com diarreia, ele
recomendou a administracdo de bifidobactérias, afirmando que essas bactérias
poderiam competir com bactérias indesejaveis no intestino, eliminando as
indesejaveis por ser tornar o microrganismo intestinal dominante (SHOTT, 1999).
Recorrente de sua observacdo que a microbiota fecal de recém-nascidos
amamentados no seio apresentavam mais bifidobacterias do que a microbiota fecal

de criangcas que haviam recebido formulas infantis, ele fundamentou sua teoria a
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respeito da importancia desse género bacteriano para a saude intestinal (NICOLI,
VIEIRA, 2000).

Varios outros pesquisadores deram continuacdo pela busca por bactérias
benéficas para saude humana, até que, em 1930, Minoru Shirota, que reconhecia a
importancia da medicina preventiva e modulag&o da microbiota gastrointestinal, isolou
no Japao uma linhagem de Lactobacillus capaz de sobreviver a passagem pelo trato
gastrointestinal. Denominada Lactobacillus casei linhagem Shirota, essa linhagem foi
usada na producao de produto lacteo fermentado chamado “Yakut”, ainda atualmente

comercializado com grande sucesso.

2.2. Definicbes

O termo probidtico deriva-se do grego e significa “a favor da vida”, sendo o
antdbnimo do termo antibidtico. Foi primeiramente empregado por Lilley e Stillwell
(1965) para descrever substancias secretadas por um microrganismo que acarreta o
crescimento de outro microrganismo. Fuller (1989), posteriormente modificou este
conceito, trazendo uma nova definicdo para probidticos: “suplemento alimentar
constituido por microrganismos vivos que afeta beneficamente o animal hospedeiro

gracas a melhoria no balanco microbiano intestinal” (FULLER, 1989, p. 366).

Salminen et al. (1999), para incluir as amplas aplicages e dados cientificos
gue mostram a acao benéfica de microrganismo ndo viaveis ou de seus componentes,
definiram probidticos como preparacdes de microrganismo, ou seus elementos, que
possuem efeito benéfico sobre a saude e 0 bem-estar do hospedeiro. Alguns trabalhos
sugerem que microrganismos ndo viaveis ou seus componentes podem também
exercer algum efeito benéfico, apesar de algumas definicbes de probidticos
destacarem a importancia da sua viabilidade (OUWEHAND; SALMINEN, 1998;
PENNER et al., 2005).

Schrezenmeir e Vrese (2001) propuseram que o termo probidtico deveria ser
usado para designar uma preparacao ou produto que contém microrganismos viaveis
em nuameros suficientes, que alteram a microbiota em um compartimento do

hospedeiro e exerce efeitos a saude. Esta definicAo enfatiza que outros
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compartimentos do corpo além do intestino, podem ser alvos dos probioticos, onde

uma alterac@o da microbiota poderia exercer um efeito benéfico extraintestinal.

Nos ultimos anos muitas outras definicbes de probidticos foram publicadas.
Atualmente a definicdo aceita internacionalmente é da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) e da Organizacao das Nacdes Unidas para a Agricultura e Alimentos, em inglés
Food and Agriculture Organization (FAO), que define probiéticos como
“microrganismos vivos que, quando administrado em quantidades adequadas,

conferem beneficios a saude do hospedeiro!” (GROVER et al., 2012, p. 5).

2.3. Microrganismos utilizados como probioticos

Os microrganismos mais frequentes usados nas preparacfes probidticas sdo
pertencentes aos géneros Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus e Streptococcus, com especial destaque para os lactobacilos. Os
lactobacilos que se encontram em niveis altos no intestino do homem e de muitos
mamiferos saudaveis, segundo a Administracdo Federal de Alimentos e
Medicamentos dos Estados Unidos, em inglés Food and Drug Administration (FDA) —
orgao que regula alimentos e medicamentos, similar a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) no Brasil —, sdo aqueles Geralmente Reconhecidos como seguros
— em inglés Generaly Recognized As Safe (GRAS). Alguns outros microrganismos
também sdo estudados como probidticos: bifidobacérias, propionibactérias,
Ercherichia coli EMO e Nissle 1917, Bacillus subtilis, Bacillus cereus toyoi e a levedura
Saccharomyces boulardii (OUWEHAND et al., 2002; SENOK, et al., 2005; MEILE et
al., 2008). O que diferencia os probioticos em si sdo seus mecanismos de acéo, o
metabolismo e componentes antimicrobianos produzidos (MATTO et al., 2004;
CZERUCKA et al., 2007; DOGI et al., 2008; LOPEZ et al., 2010).

! Traduzido do inglés para o portugués: “potential modulators of gut-flora that change the gut
composition in a beneficial manner and exert various health beneficial effects on the host” (GROVER et
al., 2012, p. 5).
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2.4. Caracteristicas desejaveis

O microrganismo necessita ter algumas caracteristicas importantes para que
seja selecionado e utilizado como probidtico. Varios autores sugerem inumeros
critérios, alguns presentes no senso comum (FAO/WHO/OIE, 2003; OUWEHAND et
al.,, 2002; VASILJEVIC & SHAH, 2008). Sao eles: (i) ndo apresentar certos
mecanismos de resisténcia a antimicrobianos e a capacidade de transmiti-los com
facilidade; (ii) modular a atividade imunoldgica; (iii) resistir as adversas condi¢des do
trato gastrointestinal; (iv) manter o hospedeiro protegido contra patdgenos; (v) possuir
propriedades tecnolOgicas satisfatérias; e (vi) existir estudos clinicos independentes,
duplo-mascarados, randomizados e controlados com placebo, comprovando a
eficacia do probidtico.

Uma linhagem de probidticos para uso em seres humanos deve
preferencialmente ser isolada de seres humanos, o que é ressaltado por alguns
autores como importancia da especificidade do hospedeiro. E afirmado que um
probiético ird desenvolver seus beneficios quando estiver em um ambiente que seja
similar ao que foi isolado, sendo assim hospedeiro-especifico (SAARELA et al., 2000).
Mesmo nédo pertencendo a origem humana ou animal, a levedura S. boulardii é
reconhecida como probiotico e usada na industria farmacéutica desde 1960. A mesma
tem a capacidade de eliminar ou reduzir os efeitos de diferentes tipos de diarreias e
infeccdes intestinais neutralizando diferentes tipos de toxinas, como as produzidas por
Clostridium difficile (CZERUKA et al., 2007). Para alguns autores, uma caracteristica
relevante de um microrganismo probidtico é sua capacidade de aderéncia ao epitélio
intestinal. O primeiro passo para a colonizacdo (mesmo que seja temporaria) de um
microrganismo é a adeséo as células epiteliais, o que permite uma modulacédo do
sistema imune intestinal — devido ao contato do probi6tico com o tecido linfoide
associado ao intestino — e pode impedir a ades&o de microrganismos patogénicos as
células epiteliais intestinais (SALMINEN et al.,, 1999; OUWEHAND et al., 2002;
LIONG, 2007; VASILEVIC & SHAH, 2008; GUGLIELMETT!I et al., 2009).

N&o séo conhecidos probiodticos capazes de aderir ao trato digestivo de adultos,
mesmo depois de uma ingestéo prolongada, sendo que a microbiota residente, ainda
que desequilibrada, impede essa colonizagdo. Por isso se torna indispensavel a
ingestao diaria de um probidtico em quantidades adequadas, o que é fundamental
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para manter niveis artificialmente elevados e em quantidade adequada no
ecossistema digestivo, permitindo que ele desenvolva o efeito benéfico desejado
(MARTINS et al., 2005). Além de permanecer viavel durante sua passagem pelo
sistema gastrintestinal, para que isso ocorra o0 nivel populacional do probio6tico deve
ser suficientemente elevado para ter um impacto no local onde se espera que
desenvolva a sua funcédo. Considera-se na ecologia microbiana, que um
microrganismo podera agir no ecossistema onde ele se encontra somente quando
presente em populacéo igual ou superior a 10’ células viaveis/g do contetido. Deve-
se ter uma concentracao de células viaveis do probiético, a qual deve sofrer um ajuste
na preparagdo inicial levando-se em conta a capacidade de sobreviver do
microrganismo sem se multiplicar no tubo digestivo, assim como o efeito de dilui¢cdo
dos sucos intestinais, de maneira que atinja o minimo de 107 células/g do contetido
intestinal. Portanto, é considerado que a concentracao em células vivas de probidticos
no produto a ser ingerido deve estar pelo menos de 108 a 10° UFC/g (NICOLI; VIEIRA,
2000).

2.5. Mecanismo de acéo

O obijetivo do uso de probidticos é compensar falhas ou reforcar a atividade do
ecossistema microbiano gastrintestinal ja existente se em desequilibrio ou com
previsdo de desequilibrio (tratamento com antibiético). Os mecanismos de acgéo
propostos para explicar os efeitos benéficos dos probibticos sdo igualados aos

encontrados na microbiota intestinal. Sao eles:

e Producdo de substancias inibidoras de microrganismos patogénicos:
microrganismos produzem substancias que inibem o crescimento de varios
patégenos, como acidos organicos, bacteriocinas, substancias “bacteriocina-
like”, substancias similares a antibidticos, peroxido de hidrogénio (em
ambientes aerdbicos), sideroforos, dentre outras (YILDRIM & JOHNSON, 1998;
NARDI et al., 2005; RASTALL et al., 2005; LIONG, 2007; CHEIKHYOUSSEF
et al., 2008).

e Competicado por nutrientes e sitios de adesdo: microrganismos usados como
probidticos competem por sitios de adesao na superficie do epitélio intestinal e

por nutrientes, inibindo, deste modo, a fixagdo e a nutricdo de patdgenos
17



(BERNET et al., 1994; NICOLI; VIEIRA, 2000; RASTALL et al., 2005; LIONG,
2007).

¢ Inibicdo da producéo ou agdo de toxinas: algumas espécies de probibticos sdo
capazes de inibir a agdo de microrganismos patogénicos, seja pela inibicdo da
producdo ou a acdo de toxinas produzidas por estes, impedindo assim, sua
atuacao no epitélio intestinal (CZERUCZA et al., 1994; BRANDAO et al., 1998).

e Modulagéo do sistema imune: é sugerido que a modulag&o da resposta imune
especifica e ndo-especifica pode ser outro mecanismo pelo qual os probidticos
protegem o hospedeiro contra as desordens gastrintestinais (NEUMANN et al.,
1998; PODOPRIGORA et al., 1999; RASTALL et al., 2005; DOGI et al., 2008).

2.6. Efeitos benéficos

Em pesquisas de doencas infecciosas, inflamatérias e alérgicas, a terapia com
probioticos tem atraido grande interesse. A finalidade dos ensaios clinicos envolvendo
probidticos, nesse contexto, € a prevencao e o tratamento de doencas intestinais, seja
em adultos ou criancas. As bactérias acido-laticas e bifidobacterias tém mostrado um
efeito protetor contra os sintomas agudos de doencas diarreicas em criancas, sendo
a causa mais frequente de gastrointerites nas criancas a infeccdo por rotavirus.
Saavedra et al. (1994) demonstram gque a combinacéo de Bifidobacterium bifidum e
Streptococcus thermophilus reduz o risco desta infecgdo em criancas. Outros autores
demonstram a eficacia no tratamento e prevencao da diarreia associada a antibiético
devido ao uso de certos probidticos. A reducéo da incidéncia e duracdo da diarreia
associada a antibidticos vem da combinacdo de Bifidobacterium lactis com S.
thermophilus (CORREA et al., 2005).

Um problema a se destacar no tratamento com antibiéticos é o desequilibrio da
microbiota intestinal que permite a multiplicacéo de patdégenos oportunistas intestinas
como C. difficile. Plummer et al. (2004) fez um ensaio clinico que sugere que a terapia
com L. acidophilus e B. bifidum podem reduzir a incidéncia de diarreia associada a
antibiotico, pois ela neutralizaria as toxinas produzidas por Clostridium. A “diarreia do
viajante” atinge metade dos viajantes a areas de risco com condi¢des precarias de

higiene. Embora sejam na maioria das vezes autolimitadas, causa desconforto para
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0s acometidos. Estudo demonstra que a combinacéo de linhagens probidticas, que
tenham B. bifidum, L. acidophilus, L. bulgaricus e S. thermophilus diminuem
significativamente (até 28%) a frequéncia da diarreia do viajante (LEAHY et al., 2005).
Estudos in vitro e in vivo com camundongos mostraram uma protecao conferida pelos
probiéticos frente a outras infec¢des intestinais. Reid et al. (2002) obtiveram sucesso
na reducdo da infeccdo por Salmonella Typhimurium, em camundongos, com o
tratamento com lactobacilos. A melhora da infeccdo por salmonela também foi obtida
pela administracdo de B. longum (SILVA et al., 1999; SILVA et al., 2004).

Os probidticos, em especial os do género Lactobacillus, unem-se a receptores
intrinsecos da membrana do intestino, ndo sendo assim eliminadas pelos movimentos
peristalticos. Dessa forma, conseguem competir com microrganismos patdégenos
como Salmonela Typhimurium, Yersinia enterocolitica e Escherichia coli, que ndo
promoverao alteracdes no hospedeiro por ndo aderirem a ele (MARCO; PAVAN,;
KLEEREBEZEM, 2004).

Outro efeito atribuido ao uso de probidticos € a reducdo da intolerancia a
lactose. Atualmente, tem sido demonstrado que altos niveis de lactase séo liberados
por bactérias iniciadoras presentes no iogurte durante sua passagem pelo trato
gastrintestinal. A lactose ingerida é entdo hidrolisada pela lactase, diminuindo
sintomas de intolerancia a lactose. Bifidobacterium longum tem sido investigado com
potencial probidtico neste sentido, e ha evidéncias de um efeito positivo na reducéo
da intolerancia a lactose em alguns individuos (JIANG et al., 1996; LEAHY et al.,
2005).

2.7. Legislacao

Diversas apresentacdes de probioticos estao disponiveis no mercado. Eles sdo
comercializados na forma de preparacdes farmacéuticas — capsula ou saché — ou de
alimentos — iogurtes, leites fermentados, leite em p0d, manteiga, maionese, queijos e
sorvetes —, sendo constituidos por um Unico microrganismo ou uma combinacéo de
vérios deles (NICOLI; VIEIRA, 2000; SAAD, 2006).

Uma questao ainda ndo concluida pela literatura € a quantidade e frequéncia

de consumo de probidticos necessarios para assegurar 0s beneficios a eles
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atribuidos. Para que um produto probidtico apresente a alegacdo de promocao a
saude, a ANVISA estabelece que a quantidade minima viavel da cultura deve estar
situada na faixa de 108-10° UFC (unidade formadora de col6nias) por recomendacéo
diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicacdo do fabricante. Valores

menores sao aceitos desde que comprovem sua eficacia.

Na documentacéo referente a comprovacao da eficacia devem ser inclusos o
laudo da analise do produto que prove a quantidade minima viavel do microrganismo
até o final do prazo de validade e o teste da resisténcia da cultura utilizada no produto
a acidez gastrica e aos sais biliares. A quantidade do probiético em UFC, contida na
recomendacdao diaria do produto pronto para consumo, deve ser declarada no rétulo,
préximo a alegacao: O microrganismo (indicar a espécie) contribui para o equilibrio da
flora intestinal. “Seu consumo deve estar associado a uma alimentacéo equilibrada e
habitos de vida saudaveis” (ANVISA, 2016). Os microrganismos considerados como
probioticos segundo a ANVISA séo: L. acidophilus, L. casei Shirota, L. casei var.
rhamnosus, L. casei var. defensis, L. paracasei, Lactococcus lactis, B. bifidum,
Bifidobacterium animalis (incluindo a subespécie lactis), B. longum e Enterococcus
faecium. As bactérias usadas na producdo de iogurtes, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus e S. salivarius subsp. thermophilus ndo sdo considerados pela ANVISA

como probidticos, por ndo possuirem efeito probidtico cientificamente comprovado.
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3. MATERIAL E METODO

3.1. Testein vitro de sensibilidade ao pH gastrico

A técnica utilizada para mensurar a sensibilidade ao pH gastrico foi adaptada
de Santos et al., (2016). Os microrganismos isolados foram ativados em caldo Man,
Rogosa and Sharpe (MRS-Difco) e incubados a 37°C, sob aerobiose, durante 48
horas. Os microrganismos foram plagueados previamente ao ensaio nas diluigcbes
decimais seriadas a 10* e 10® em agar MRS (Difco), para definir o crescimento
controle de cada uma das amostras de lactobacilos (incubacao a 37°C, durante 48
horas, em aerobiose). Em seguida, um ml de cada amostra foi centrifugado em
microtubos de 2,0mL (5000 g por cinco minutos), o sobrenadante foi descartado e as
amostras foram expostas a um ml de solucao salina 0,9% (NaCl — Synth), pH 2.0
(acrescida de 0,3g/L de pepsina - Sigma), durante uma hora. Apés esse periodo, a fim
de avaliar a viabilidade das células, foi feito um plaqueamento a partir de diluicdes
decimais seriadas a 10* e 10® em 4gar MRS (Difco). As placas foram entdo incubadas
a 37°C, durante 48 horas, em aerobiose. Os resultados obtidos foram comparados
com os resultados do plagueamento feito previamente ao teste, para a observacéao do

comportamento dos microrganismos estudados em ambiente estomacal artificial.

3.2. Teste in vitro de sensibilidade aos sais biliares

A técnica utilizada para mensurar a sensibilidade aos sais biliares foi adaptada
de Santos et al., (2016). Os microrganismos isolados foram ativados em caldo MRS
(Difco) e incubados a 37°C, sob aerobiose, durante 48 horas. Os microrganismos
foram plagueados previamente ao ensaio nas diluicbes decimais seriadas a 10“ e 10
6 em agar MRS (Difco), para definir o crescimento controle de cada uma das amostras
de lactobacilos (incubacéo a 37°C, durante 48 horas, em aerobiose). Em seguida, um
ml de cada amostra foi centrifugado em microtubos de 2,0mL (5000 g por cinco
minutos), o sobrenadante foi descartado e as amostras foram expostas a um ml de
solucéao de caldo MRS (Difco) contendo 0,3% de oxgall (Difco) durante seis horas.
AplOs esse periodo, a fim de avaliar a viabilidade das células, foi feito um

plagueamento a partir de diluicGes decimais seriadas a 10* e 10® em agar MRS
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(Difco). As placas foram entédo incubadas a 37°C, durante 48 horas, em aerobiose. Os
resultados obtidos foram comparados com os resultados do plagueamento feito
previamente ao teste, para a observacdo do comportamento dos microrganismos

estudados em ambiente intestinal artificial.

3.3. Teste de antagonismo in vitro contra microrganismos patogénicos

Para a realizacdo dos testes de antagonismos, as amostras dos leites
fermentados foram previamente cultivadas em caldo MRS (Difco), a 37°C por 48
horas, sob aerobiose. Apds duas ativacfes, cinco microlitros de cada cultivo de
microrganismo foram colocados sobre o centro da superficie de uma placa de Petri,
contendo &gar MRS (Difco), que foi incubado sob aerobiose a 37°C durante 48 horas.
Apés este periodo, as placas foram retiradas das camaras de incubacéo com os spots
no centro da placa devidamente crescidos. Foi colocado cloroférmio nas tampas
destas placas, deixando-o agir por 30 minutos sob luz ultravioleta (UV). Com isto,
eliminaram-se 0s microrganismos que cresceram nos spots e foi possibilitada a
avaliacdo da acdo de supostas substancias inibidoras produzidas pelas bactérias e
liberadas no meio de cultura. Em seguida, foram colocados 3,5 mL de agar semi-solido
(0,75% BactoAgar, Difco, em caldo Brain Heart Infusion (BHI), ou MRS, Difco),
contendo as bactérias reveladoras. A metodologia deste teste foi inicialmente proposta
por Tagg, Dajami e Wannamaker (1976).

Microrganismos patogénicos (Enterococcus faecalis ATCC 19433, Escherichia
coli ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATTCC 14028, Shigella flexneri ATCC
12022 e Staphylococcus aureus ATCC 29213), foram inoculados em caldo BHI
(Difco), e incubados a 37°C durante 24 horas. Para todos 0s microrganismos
reveladores foram feitas duas ativacdes. ApOs crescimento dos microrganismos
incubados, 10uL destes foram transferidos para o agar semi-sélido (BHI ou MRS,
Difco) que foi entédo vertido sobre placas de agar MRS (Difco), apés os 30 minutos de
acao do cloroférmio e da luz UV. As placas foram incubadas a 37°C durante 48 horas,
sob aerobiose. Entéo, a leitura dos halos de inibicéo foi realizada com auxilio de um
paquimetro digital (Mitutoyo Digimatic Caliper, Mitutoyo Sul Americana Ltda, Suzano,

Séao Paulo, Brasil). Este teste foi realizado em duplicata — um mesmo microrganismo
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revelador aplicado em duas placas com 0 mesmo microrganismo isolado testado —

com duas repeticoes.

3.4. Testein vitro de suscetibilidade aos antimicrobianos

O antibiograma foi realizado de acordo com a técnica de susceptibilidade
antimicrobiana, pelo principio de difusdo em disco da droga, utilizando-se discos com
concentragbes pré-definidas das drogas e medindo-se o didmetro dos halos de
inibicdo conforme proposto por Charteris et al. (1998). Para a realizacao dos testes,
as bactérias acido-lacticas isoladas dos leites fermentados foram previamente
cultivadas em caldo MRS (Difco), incubando-se a 37°C por 48 horas, sob aerobiose.
Apés o crescimento dos microrganismos, cada microrganismo ativado foi transferido
para tubo de ensaio com rosca contendo 3,5 mL de salina 0,9% até que fosse atingida
concentracdo equivalente a escala 0,5 de McFarland (que corresponde a uma
populacdo de 108 UFC/mL). Com uma zaragotoa estéril, cada cultura foi espalhada
em uma placa de Petri tipo pizza (diametro de 14 cm) até que toda a superficie
contendo agar MRS (Difco) fosse coberta. Em seguida, foram distribuidos, de forma
equidistante, 10 discos (Laborclin) contendo antimicrobianos de grupos quimicos

distintos. Foram utilizadas drogas pertencentes aos seguintes grupos quimicos:

e Inibidores de sintese de parede celular, com acdo bactericida, como o0s
betalactamicos: penicilina (PEN, 10U), ampicilina (AMP, 10ug); glicopeptideos:
vancomicina (VA, 30ug); cefalosporinas de terceira geracgao: ceftriaxona (CRO,
30ug), cefoxitina (CFO, 30ug);

e Inibidores de sintese de proteinas, com acdo bacteriostatica, como as
tetraciclinas: tetraciclina (TE, 30ug); aminoglicosideos: gentamicina (GEN,
10ug), cloranfenicol (CLO, 30ug) e estreptomicina (EST, 30ug);

¢ Inibidores da multiplicacéo celular, com acdo bactericida, como as quinolonas

de terceira geracéo: ciprofloxacina (CIP, 5ug).

As placas de Petri, apés a distribuicdo dos discos, foram incubadas em
aerobiose a 37°C durante 48 horas. O controle de qualidade dos discos contendo o0s
antimicrobianos foi realizado utilizando-se amostra de Escherichia coli ATCC 25922,
de acordo com técnica proposta por Charteris et al. (1998). Em seguida, com auxilio

de paquimetro digital (Mitutoyo Digimatic Caliper, Mitutoyo Sul Americana Ltda), foram
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feitas as leituras dos diametros dos halos de inibicdo. Este teste foi realizado em
duplicata com duas repeti¢cdes. Os perfis de susceptibilidade a antimicrobianos das

amostras avaliadas foram caracterizados de acordo com o 15° suplemento informativo
da ANVISA (2005).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Teste de susceptibilidade a antimicrobianos das bactérias acido-laticas

isoladas de amostras de leites fermentados comerciais

Os resultados referentes aos antibiogramas de seis amostras de bactérias
acido-laticas isoladas de leites fermentados comerciais estao representados nas TAB.
le?2.

Tabela 1 - Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de seis amostras de bactérias
acido-laticas isoladas de leites fermentados comerciais.

Amostra | TET | AMP | EsT | cro | cLo | cip | cFo | Gen | van [ PEN

EL S S S MS S S R R R S
YA S S MS S S S R R R S
AC S S S S S S R S R S
CH S S R S S S R R R S
PA S S MS MS S S R R R S
IT S S MS MS S S R R R S

Fonte: Teste realizado no Laboratério de Ecologia e Fisiologia dos Microrganismos (LEFM) ICB-UFMG,
2017. Elaboracao proépria.

Tabela 2 - Percentual das susceptibilidades de seis amostras de bactérias acido-
laticas isoladas de leites fermentados comerciais a cada um dos antimicrobianos
testados.

Antimicrobiano | TET [ AMP | EST | cRO | cLO | cIP | cFO | GEN | VAN | PEN
Resisténcia (%) 0 O 166 O 100 O 100 833 100 O

Moderada Sensibilidade
(%)

Sensibilidade (%) 100 100 33,3 50 0 100 0 16,6 0 100

0 0 50 50 0 0 0 0 0 0

Fonte: Teste realizado no Laboratério de Ecologia e Fisiologia dos Microrganismos (LEFM) ICB-UFMG,
2017. Elaboracao propria.

O estudo de suscetibilidade mostrou que todos os microrganismos foram
resistentes a trés antimicrobianos (ceftriaxona, gentamicina e vancomicina) e foram
susceptiveis a outros quatro (tetraciclina, ampicilina, cloranfenicol e penicilina),
enquanto diferentes porcentagens de amostras foram resistentes aos demais

antimicrobianos testados (estreptomicina, cloranfenicol, ciprofloxacino e cefoxitina).
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Costa et al. (2013) revelaram que hé resisténcia a vancomicina em 100% das
amostras de Lactobacillus spp. e Weissella spp. testadas, o que também foi observada
em outros trabalhos (HERREROS et al., 2005; COPPOLA et al., 2005; OUOBA et al.,
2008; RODRIGUEZ-ALONSO et al., 2009), corroborando com a afirmacéo de que
Lactobacillus e outros géneros de bactérias acido laticas podem ter resisténcia

intrinseca a vancomicina (TEUBER et al., 1999).

Para os aminoglicosideos testados (gentamicina e estreptomicina), as
amostras foram pouco resistentes, sendo que para gentamicina 16,6% foram
resistentes e para estreptomicina foi uma porcentagem maior de 83,3% resistentes.
Costa et al. (2013) monstrou que a grande maioria das amostras de BAL testadas por
eles (91,66%) foram resistentes a estreptomicina e 41,67% das amostras foram
resistentes a gentamicina. Charteris et al. (1998b) relataram que todas as amostras
avaliadas foram resistentes a estes dois antimicrobianos. Entretanto, Cebeci e
Gurakam (2003) observaram que apenas 27% das amostras de Lactobacillus
plantarum de diferentes origens foram resistentes a gentamicina. Para Coppola et al.
(2005), 98% das amostras estudadas foram resistentes a gentamicina. Rodriguez-
Alonso et al. (2009) observaram 15,8% de resisténcia a estreptomicina e nenhuma

amostra resistente a gentamicina.

Andrade et al. (2014) observaram amostras de Lactobacillus spp. resistentes a
tetraciclina (100%), o que também foi descrito por outros autores (PERIN et al., 2000;
TEMMERMAN et al., 2002; KLARE et al., 2007), contrapondo com os resultados do
presente experimento. Em concordancia com os dados aqui apresentados, Charteris
et al. (1998) relataram que 100% das amostras de Lactobacillus spp. foram sensiveis
a tetraciclina, e a maioria das amostras testadas pelos autores foram resistentes a
gentamicina, estreptomicina e ciprofloxacina, o que foi também similar ao encontrado
no presente trabalho, exceto para a ciprofloxacina. Temmerman et al. (2002)
observaram resisténcia das amostras de Lactobacillus spp. a penicilina, o que nao se
repetiu nas amostras probioticas isoladas de leites fermentados comercialmente
disponiveis. Belletti et al. (2009) encontraram alta porcentagem de Lactobacillus spp.
resistentes a gentamicina, penicilina e vancomicina; e sensiveis a tetraciclina, o que
foi diferente do encontrado no presente estudo para o caso de penicilina, por exemplo,
mostrando a grande variagdo desse aspecto entre as diferentes amostras de
probioticos estudadas.
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4.2. Resultados referentes ao teste de antagonismo in vitro contra
microrganismos patogénicos

Grafico 1 - Resultados dos testes de antagonismo in vitro de bactérias acido- laticas

contra microrganismos indicadores.
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Fonte: Teste realizado no Laboratério de Ecologia e Fisiologia dos Microrganismos
(LEFM) ICB-UFMG, 2017. Elaboracéo prépria.

Nota: em cada grafico EC = Escherichia coli; EF = Enterococcus faecalis; AS =
Staphylococcus aureus; SF = Shinella flexneri e ST = Salmonella Typhimurium
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O GRAF. 1 apresenta as médias dos didmetros de halos de inibicdo em
milimetros obtidos de trés repeticbes. As médias dos halos de inibicdo para cada
bactéria reveladora das amostras de Lactobacillus spp., isoladas de amostras de leites
fermentados, foram mais expressivas sobre Staphylococcus aureus e Eschericdia coli.
Enterococcus faecalis e Salmonella Typhimurium demonstraram também uma alta
inibicdo pela maior parte das amostras. Contradizendo aos estudos realizadod por
Costa et al. (2013), que obtiveram a menor inibicdo dentre os microrganismos
indicadores patogénicos ocorreu no antagonismo contra S. aureus. De acordo com
Neto (2004), todos os Lactobacillus spp. isolados das amostras de queijo coalho foram
capazes de inibir o crescimento das cepas de Staphylococcus spp. e Escherichia coli.
Sendo este fato relevanate, pois um patdgeno de grande importancia nos alimentos é
o Staphylococcus spp (SENA, 2000), além de ser importante causador de certas

doencas e intoxicagdes veiculadas por alimentos.

Resultados similares aos aqui apresentados do antagonismo in vitro de
bactérias acido-lacticas frente a bactérias reveladoras também foram encontrados por
outros autores. Alexandre et al. (2002) os quais demonstraram atividade antagonista
de bactérias lacticas contra S. aureus. Guedes Neto et al. (2005) que verificaram
inibicdo de Lactobacillus spp. contra Staphylococcus spp. e E.coli. Costa et al. (2013)
onde relataram atividade antagonista de Lactobacillus spp. contra Staphylococcus
spp.e E.coli. Todos esses dados confirmam o importante mecanismo das bactérias
acido-lacticas probidticas de antagonizar e inibir microrganismos patogénicos de
interesse para a saude publica e de relevancia para a qualidade dos produtos de

origem animal.
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4.3. Resultados referentes aos testes de sensibilidade a pH géastrico e sais

biliares

Tabela 3 - Percentual de inibicdo de seis amostras de bactérias acido-laticas isoladas
de leites fermentados comerciais, em pH gastrico e sais biliares.

Amostra Contagem (UFC/mL) - Percentual de reducao (%)

Inicial ‘ P&s suco gastrico artificial ‘ Pés sais biliares
EL 3,95 x10° 9,10 x108- 8,72 2,82x108 - 14,48
YA 6,00 x10° 8,87x108- 6,64 3,25x108 - 11,94
AC 6,55x10° 9,13x108 - 8,04 2,48x108 - 13,21
CH 5,55 x10° 9,13 x108 - 8,49 2,86x108- 12,96
PA 5,30 x10° 9,70 x108 - 7,58 2,30x108 - 14,01
IT 5,05 x10° 7,80 x108- 8,36 2,24x108 - 13,94

Fonte: Teste realizado no Laboratério de Ecologia e Fisiologia dos Microrganismos
(LEFM) ICB-UFMG, 2017. Elaborac&o prépria.

Apbs o tratamento em acidez equivalente ao do estdmago humano (pH 2,5), os
resultados demonstraram que as amostras de bactérias acido-laticas apresentaram
baixa reducdo nas suas contagens (em média 8%, aproximadamente, o que
representa algo em torno de 1 log, baseado na concentracdo inicial). Como os
lactobacilos sdo microrganismos que produzem &cido latico e gostam de ambientes
acidos (acidofilos), os mesmos usualmente apresentam resisténcia a esse acido para
garantir sua sobrevivéncia (GILLILAND, 1985).

Os resultados encontrados no presente trabalho estdo de acordo com o
observado por Vinderola e Reinheimer (2003), pois bactérias acido-laticas probidticas
apresentaram maior resisténcia a pH baixo que outras bactérias acido-laticas ndo
probidticas, visto que o processo de selecdo desses microrganismos envolve esse tipo

de resisténcia.

Resultados similares da sensibilidade in vitro ao pH gastrico de bactérias acido-
lacticas também foram encontrados por outros autores. Chou e Weimer (1999)
relataram tolerancia de amostras de L. acidophilus probiotico ao pH 3,5. Araujo et al.
(2009) indicaram que a cultura de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20, uma amostra
com potencial probiotico veiculada em certos produtos de origem animal, exibiu
resisténcia a baixos valores de pH. Tambekar e Bhutada (2010) também observaram
em seus estudos Lactobacillus spp. com potencial probiotico tolerantes ao acido

gastrico (pH 2,0).
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No intestino delgado, a sensibilidade a sais biliares ocorre através da acao
detergente a membrana celular que sé@o constituidas de &cidos graxos e lipideos das
bactérias (GUCHTE et al.,, 2002). Das amostras testadas aos sais biliares, todas
obtiveram uma pequena inibicdo de crescimento a presenca de sais. Mesmo inibidas
permaneceram viaveis por todo periodo de andlise. O que possibilita ser usado como
probiético, pois sua concentracdo permaneceu mais elevada que 107 UFC/g
(CHARTERIS et al., 1998). Costa et al. (2013), mostraram que as amostras de
bactérias acido laticas foram na sua maioria sensiveis aos sais biliares, diferente dos
testes realizados nesse trabalho. Chateau et al. (1994) e Vinderola e Reinheimer
(2003) observaram que bactérias &cido-lacticas de diferentes origens também
sofreram a variabilidade de susceptibilidade a sais biliares, contradizendo os
resultados deste trabalho, os quais confirmam que as amostras testadas séo
realmente probidticas por conseguirem se manter em altas quantidades mesmo apos

a exposicao aos sais biliares.

Os testes mostraram que as amostras de lactobacilos probioticos veiculados
por leites fermentados, apresentam de fato, tolerdncia as injurias do trato
gastrointestinal, feito uma devida selecdo das amostras quanto ao seu potencial
probiético. A partir dos resultados obtidos, as bactérias &cido-lacticas dos produtos
testados podem exercer efeitos benéficos no intestino, pois suas contagens nao séo

reduzidas pela passagem no trato gastrintestinal.
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5. CONCLUSAO

Os microrganismos veiculados por leites fermentados comerciais confirmaram,
atraves dos testes in vitro realizados no atual trabalho, que h& realmente um potencial
probiético associado a esses microrganismos, 0 que demonstra a seriedade dos
laticinios em fornecer um produto de qualidade e que promova a saude dos seus

consumidores.

Além disso, pelo seu valor comercializado, se torna um “remédio caseiro” de
baixo custo, acessivel a todos, sendo consumido pela populacdo, principalmente

aqueles que prezam por alimentacéo saudavel.

Ainda cabe ressaltar que € necessario que seja um produto de alta qualidade e
para que seus efeitos desejaveis sejam plenos, devera conservar sua populacao
bacteriana alta (acima de 107 UFC/g). Especial atencdo também deve ser dispensada
a temperatura ideal de conservacao do produto até o final do seu prazo de validade

nas prateleiras
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