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1. INTRODUCAO

Probidticos sdo micro-organismos vivos, que quando administrados em
guantidades adequadas, podem conferir beneficios a saude do hospedeiro
(SANDERS, 2003). Alguns dos beneficios s@do sobre a microbiota intestinal
humana e incluem fatores como efeitos antagdnicos e, competicdo com outros
micro-organismos e efeitos imunoldgicos, resultando em um aumento da
resisténcia contra patdogenos. Outros beneficios incluem ainda, estimulacdo de
células imunomodulatérias, reducdo da atividade de enzimas que ativam a
carcinogénese e inibicdo do crescimento ou apoptose de células tumorais.
(PARVEZ et al,. 2006, VASILJEVIC; SHAH, 2008).

Algumas caracteristicas sdo necessarias para que um micro-organismo seja
considerado probidtico, entre elas destacam-se a tolerancia ao baixo pH do suco
gastrico, a inocuidade, a resisténcia a acao da bile e das secrecfes pancreaticas
e intestinais. Além disso, ndo pode transportar genes transmissores de resisténcia
aos antibioticos, deve resistir a acao de fagos e sobreviver em baixa concentracao
de oxigénio (JERONYMO, 2013).

Os micro-organismos mais comumente utilizados como probidticos sdo as
bactérias acido laticas (BAL), embora outras bactérias e certas leveduras também
possam ser usadas (DIDARI et al., 2014). Entre as principais substancias
produzidas por BAL com capacidade antimicrobiana, estdo o &cido latico,
peréxido de hidrogénio, CO,, diacetil e as bacteriocinas, as quais podem ser
utilizadas em substituicdo a antimicrobianos sintéticos. (ORTOLANI, 2009).

Considerando o exposto, a pesquisa por novas BAL probidticas € importante, a
fim de satisfazer a demanda crescente do mercado por alimentos seguros e que
conferem beneficios ao organismo. Deste modo, o objetivo do estudo foi avaliar
caracteristicas probidticas de uma BAL produtora de substancia antimicrobiana
isolada a partir de queijo fatiado comercializado em supermercados e mini-
mercados na cidade de Pelotas/RS (SEHN et al., 2015).

2. METODOLOGIA
2.1 CARACTERISTICAS PROBIOTICAS
2.1.1 TOLERANCIA AS CONDICOES ACIDAS E SAIS BILIARES

Cultivo de 24h de uma BAL produtora de substancia antimicrobiana identificada
como LC254, a uma concentracéo final entre 10° e 10’ UFC.mL™ foi inoculado
(1% v/v) em caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS) com pH modificado (2,0 e 2,5) e
caldo MRS adicionado de 0,3% de bile bovina (Sigma), seguido de incubacéo a
37°C, sob anaerobiose, por 4h, juntamente com controles em pH 6,5.

A sobrevivéncia sob as diferentes condi¢cbes foi avaliada por contagem em
placas de Petri, contendo agar MRS, com limite de deteccao de 1,7 logio UFC.mL"
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! As contagens foram realizadas no tempo O (zero) e 4h de incubacéo

(PERELMUTER et al., 2008).

2.1.2 RESISTENCIA AO TRANSITO GASTRICO DE FORMA SIMULADA

Cultivo de 24 h a 37°C do isolado LC254 foi centrifugado a 7.000 x g por 10
min, a 4°C. O pellet obtido foi lavado duas vezes com Tampéao Fosfato Salino
(PBS), com posterior ressuspensao em solucao salina a 0,5%. Uma aliquota de
200 pL da suspensao celular foi misturada a 300 pL de solucéo salina e 1 mL de
suco gastrico simulado, e incubada a 37°C. O suco gastrico simulado consistiu de
pepsina (Sigma), na concentracdo de 3 mg.mL™*, com pH 2,5. A influéncia da
presenca de um alimento na sobrevivéncia do isolado durante o transito gastrico
em pH 2,5, foi avaliada substituindo a solucao salina por 300 pL de leite integral
reconstituido a 10% (m/v). A sobrevivéncia em ambas as condi¢des foi avaliada
por contagem em placas de Petri, contendo agar MRS, nos tempos 0 (zero), 15,
30, 60, 120, 180 e 240 minutos (Huang e Adams, 2004).

2.1.3 CAPACIDADE DE AUTOAGREGACAO E COAGREGACAO

As suspensdes celulares do isolado LC254 e de L. monocytogenes ATCC Scott
A (micro-organismo indicador) foram obtidas a partir do cultivo em caldo MRS e
Caldo Brain Heart Infusion (BHI), respectivamente, conforme descrito no item
anterior, e a absorbancia (600nm) ajustada a 0,25 + 0,02 (Collado et al., 2008).

A autoagregacao foi determinada a partir da leitura da absorbancia (600 nm)
das suspensfes celulares no tempo zero e apdés 2h, 20h e 24h de incubacéo
37°C. Para determinar a capacidade de coagregacéo, suspensdes celulares do
isolado LC254 e L. monocytogenes ATCC Scott A foram preparadas conforme
descrito acima, incubadas a 37°C isoladamente (controles) e, em igual proporcéo
do isolado e do patdégeno (1:1). A leitura da absorbancia (600 nm) foi realizada em
2h, 20h e 24h de incubacéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 TOLERANCIA AS CONDIGCOES ACIDAS E SAIS BILIARES

O isolado LC254 néo resistiu ao baixo pH (2,0 e 2,5) nos tempos zero e quatro
horas, porém, resistiu a presenca de sais biliares nos dois tempo observados. E
importante ressaltar que apds a ingestdo do alimento, o pH estomacal, que
inicialmente variava entre 1,2 e 2,0, passa para 3,0 ou até 4,0, dependendo do
alimento ingerido. No caso de iogurtes, o pH do estdmago pode chegar a 5,0
(REDONDO, 2008), condicbes essas que podem ser, mais favoraveis a
multiplicagéo do isolado LC254.

3.2 RESISTENCIA AO TRANSITO GASTRICO DE FORMA SIMULADA
LC254 n&o foi capaz de sobreviver ao suco gastrico (pH 2,5 + 3 mg.mL™ de
pepsina) ja nos primeiros minutos do ensaio, conforme pode-se observar na
Tabela 1. No entanto, manteve-se vidvel quando na presenca de alimento (leite)
em todos os tempos avaliados (0 a 240 min), sendo possivel observar, inclusive,
um aumento no namero de células aos 240 min.
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Tabela 1. Sobrevivéncia do isolado LC254 apds simulagéo in vitro do trato

gastrico.
Tempo Suspenséo celular Suspensao celular + alimento
(min) Log UFC.mL™* % Sobrevivéncia Log UFC.mL™? % Sobrevivéncia

0 6,38 100 6,57 102,95

15 N.D.* 0 6,78 106,24

30 N.D. 0 5,88 92,08

60 N.D. 0 6,29 98,62

120 N.D. 0 6,27 98,26

180 N.D. 0 6,09 95,45

240 N.D 0 6,49 101,74

*N.D. = N&o detectado (< 1 Log UFC.mL™)

A presenca de alimento parece conferir protecdo ao isolado LC254. Resultado
semelhante ja foi observado por Silva et al. (2015), que avaliaram a viabilidade de
isolados de BAL e de L. monocytogenes em suspensdo e em queijo durante a
passagem no trato gastrointestinal, e verificaram que o queijo (utilizado como
veiculo de transporte para a entrega dos micro-organismos) melhorou a
sobrevivéncia de todos os isolados de BAL testados.

3.2 CAPACIDADE DE AUTOAGREGACAO E COAGREGACAO

O percentual de autoagregacao de LC254 foi de 17,2%, 50,8% e 56,4% em 2h,
20h e 24h respectivamente, enquanto L. monocytogenes, apresentou um
percentual de 20,8%, 60,8% e 55% nestes mesmos periodos de tempo. Da
mesma forma, foi observado um aumento do percentual de coagregacdo ao longo
do tempo (16,6%, 25,8% e 74,8% em, 2h, 20h e 24h, respectivamente).

Jeronymo-Ceneviva et al. (2014), avaliaram a capacidade de autoagregacao e
coagregacao de isolados de Leuconostoc citreum e Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides, a 37°C. Os autores observaram um percentual de
autoagregacdo maior que 40% para L. citreum e menor que 30% para L.
mesenteroides subsp. mesenteroides. A coagregacdo com uma linhagem de L.
monocytogenes gerou percentuais maiores que 40% para L. citreum e menores
gue 30% para L. mesenteroides subsp. mesenteroides.

A agregacao bacteriana entre linhagens da mesma espécie (autoagregacéo) e
entre linhagens de diferentes espécies (coagregacdo) é considerada importante
em muitos nichos, especialmente no intestino humano, onde os probidticos séo
bioativos. A autoagregacdo parece ser necessaria para a adesdo de linhagens
probibticas as células epiteliais e a habilidade de coagregacao pode formar uma
barreira para prevenir a colonizacao por patégenos (COLLADO et al., 2008).

4. CONCLUSOES
O presente estudo pode concluir que o isolado LC254 apresenta algumas
caracteristicas probidticas, no entanto, a realizacdo de mais testes in vitro e in
vivo sdo necessarios a fim de investigar o potencial probiético do isolado. No
entanto, verificou-se que em presenca de alimento houve prote¢do do isolado
LC254, permitindo sua sobrevivéncia e mesmo multiplicacdo em condicdes
similares aquelas encontradas no trato gastrico.
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