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RESUMO

Os probidticos sdo suplementos de microrganismos vivos que
conferem beneficios ao hospedeiro. Em decorréncia de alguma alteracao
na microbiota intestinal, os probidticos sdo receitados na tentativa de
reverter desequilibrios provocados por possiveis bactérias patdgenas
oportunistas. Dessa forma, a fim de conhecer o potencial dos probi6ticos
comercializados em farmacia, a saber: Saccharomyces cerevisiae
(Floratil®) Saccharomyces boulardii (Florax®) Bacillus cereus (Biovicerin®)
e Bacillus clausii (Enterogermina®) objetivou-se quantifica-los em meio
sélido e comparar com o fabricante, testar a atividade antimicrobiana dos
probidticos individualmente, bem como a associacdo destes com
Lactobacillus sp. (Leite fermentado Isis®) em meio solido e liquido frente
as enterobactérias. A contagem de Unidades Formadoras de colonias
(UFC/mL) foi realizada pela técnica de diluicao seriada e semeio em placas
de Petri com Agar Nutriente (para bactérias) e Agar Sabouraud (para
leveduras). As placas de Petri foram incubadas a 30 °C por 24 e 48 horas
para o crescimento das bactérias e leveduras e posteriormente a
guantificacdo das placas que apresentaram entre 20 e 200 UFC/mL. A
atividade antimicrobiana foi avaliada a partir do crescimento dos
probiéticos individualmente e da associacado destes com Lactobacillus sp.
em meio sélido pela técnica de difusdo em agar, que consistiu em inocular
discos de 15 mm na superficie do agar Mueller Hinton onde se
encontravam previamente semeadas, Escherichia coli, Salmonella sp.
Klebsiella sp. e Citrobacter freundii. Também foi realizada a atividade
antimicrobiana do crescimento dos probiéticos individualmente em meio
liqguido, com extrato de cada probiético em agar Mueller Hinton com as
bactérias testes previamente semeadas, além disso, a atividade dos
probidticos também foi realizada pelo crescimento da associacdo desses
com Lactobacillus sp. em meio liquido, em que a partir do crescimento
deles, cada associado foi submetido a duas condicbes de tratamento
colocando 5 mL do probidtico em dois tubos de Falcon (15 mL) onde um

recebeu etanol (solvente polar) e o outro 5 mL de acetato de etila (solvente
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apolar) submetidos a trés horas sob agitacdo, em seguida, de todos os
tubos foram pipetados 20 pl do sobrenadante e inoculados nos discos o0s
guais estavam sobre a superficie do agar Mueller Hinton com as bactérias
testes previamente semeadas. Todos os testes foram realizados em
triplicatas, incubados a 37°C, com resultados obtidos apds 24 horas pela
formacgéao ou ndo do halo de inibicdo. Nao houve atividade antimicrobiana
frente as enterobactérias testadas. Diversos fatores devem ser levados em
consideracdo quando se trata da acdo metabdlica de microrganismos, nas

condic¢@es, in vitro, testadas neste trabalho.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii,

Bacillus cereus, Bacillus clausii, microbiota intestinal.



ABSTRACT

Probiotics are supplements of living microorganisms that confer
benefits to the host. As a result of some change in the intestinal microbiota,
probiotics are prescribed in an attempt to reverse imbalances caused by
possible opportunistic pathogenic bacteria. Thus, in order to know the
potential of probiotics marketed in pharmacy, Saccharomyces cerevisiae
(Floratil®) Saccharomyces boulardii (Florax®) Bacillus cereus (Biovicerin®)
and Bacillus clausii (Enterogermina®) was quantified in solid medium and
compare with the manufacturer, to test the antimicrobial activity of
probiotics individually, as well as the association of these with Lactobacillus
sp. (Isis ® fermented milk) in solid and liquid media against enterobacteria.
The colony forming units count (UFC / mL) was performed by serial dilution
and sowing in Petri dishes with Nutrient Agar (for bacteria) and Sabouraud
Agar (for yeasts). The Petri dishes were incubated at 30 ° C for 24 and 48
hours for the growth of bacteria and yeasts and then quantification of the
plaques that presented between 20 and 200 CFU / mL. The antimicrobial
activity was evaluated from the growth of probiotics individually and their
association with Lactobacillus sp. in solid medium by the agar diffusion
technique, which consisted in inoculating 15 mm discs on the surface of the
previously seeded Mueller Hinton agar, Escherichia coli, Salmonella sp.
Klebsiella sp. and Citrobacter freundii. Antimicrobial activity of probiotic
growth in liquid medium was also performed, with each probiotic extract in
Mueller Hinton agar with the previously seeded bacteria. In addition,
probiotic activity was also increased by the association of these with
Lactobacillus sp. in liquid medium, in which, after their growth, each partner
underwent two treatment conditions by placing 5 mL of the probiotic in two
tubes of Falcon (15 mL) where one received ethanol (polar solvent) and the
other 5 mL of acetate (apolar solvent) submitted to three hours under
stirring, then 20 pl of the supernatant were pipetted from the tubes and
inoculated onto the discs which were on the surface of the Mueller Hinton

agar with the previously seeded test bacteria. All tests were performed in



triplicates, incubated at 37°C, with results obtained after 24 hours by the
formation or not of the inhibition halo. There was no antimicrobial activity
against the enterobacteria tested. Several factors should be taken into
account when dealing with the metabolic action of microorganisms, under

the conditions, in vitro, tested in this work.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii, Bacillus

cereus, Bacillus clausii, intestinal microbiota.
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1. INTRODUCAO

A microbiota intestinal humana consiste em milhares de microrganismos
presentes no intestino cooperando para o melhor funcionamento das respostas
fisioloégicas, imunes, homeostase, regulacdo hormonal, bom funcionamento do
sistema nervoso, dentre outras acdes benéficas (MOHAJERI et al., 2018).

Varias pesquisas tém sido feitas com intuito de conhecer o potencial de
bactérias e fungos na populacdo da microbiota intestinal, demonstrando que esses
microrganismos habitantes do intestino, ndo sdo apenas habitantes passivos, mas
também desempenham interacfes com seu hospedeiro de forma complexa. Além
dessas interacdes, 0s microrganismos possuem um alto potencial de seletividade,
por isso estes, tornaram-se indispensaveis na producdo de farmacos e outras
substancias, uma vez que alguns medicamentos utilizados atualmente ndo séo tao
eficazes no tratamento de superbactérias por causa do uso indiscriminado e
repetitivo de antibioticos (BINNS, 2014).

Os probidticos sao suplementos de microrganismos vivos que produzem
beneficios ao hospedeiro, quando administrados em quantidades apropriadas,
desempenhando funcbes essenciais ao hospedeiro e promovendo a restauracao da
microbiota intestinal saudavel (RAIZEL et al., 2011). Dentre os géneros mais
utiizados na producdo dos probidticos destacam-se o0s Lactobacillus e
Bifidobacterium. Esses géneros de bactérias sdo Gram-positivas, acido-laticas e
crescem em microaerofilia, além desses existem os Enterococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Lactococcus, Streptococcus e SporolLactobacillus, bem como as
espécies ndo acido-laticas; Escherichia coli, Bacillus cereus, Propionibacterium
freudenreichiie e as leveduras Saccharomyces boulardii e S. cerevisiae que também
podem serem encontradas em probioticos (STURMER et al. 2012).

Quando a microbiota é alterada, o hospedeiro pode apresentar inflamacéo na
mucosa, diarreia, desordem de permeabilidade, entre outros (SANTOS, 2011),
essas alteragcOes podem ser causadas por infecgbes gastrointestinais ocasionadas
por bactérias patdgenas oportunistas, ou por uso de antibiéticos no tratamento de
doencas, (BINNS, 2014). Para reverter esses quadros, alguns probioticos sao

utilizados na recuperacdo da microbiota, reestruturando-a, estimulando o sistema
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imunolégico, produzindo vitaminas, tratando alguns tipos de diarreia, e melhorando
0s niveis de colesterol no organismo (SANTOS, 2011).

Atualmente muitas pesquisas sao realizadas no intuito de investigar se
realmente os probidticos podem acelerar ou melhorar a correcdo da microbiota em
decorréncia de uma infec¢cdo (SAAD, 2006). Alguns probidticos sdo temporarios, ja
outros conseguem se replicar e persistir no intestino, pelo menos até antes de um
distarbio provocado pela ingestdo excessiva de antibidticos, por exemplo. Embora
pesquisas apontem a composicdo da microbiota intestinal, ainda ha muito a ser
descoberto quanto a composicdo microbiana normal (eubiose) do trato
gastrointestinal, para isso € necessario entender a distingdo entre “normal” e
“saudavel”’. A nocao do efeito benéfico dos probidticos deve-se ao conhecimento de
gue a microbiota intestinal protege os individuos contra infecces (BINNS, 2014).

Alguns estudos in vitro e in vivo demonstraram que a microbiota intestinal
forma uma barreira ativa em oposicdo aos microrganismos patdogenos e
oportunistas, quando ha algum distarbio os probidticos sdo administrados em maior
guantidade e consequentemente, promovem condicbes favoraveis para a
recuperagdo da microbiota normal (KARKOW et al. 2007). Embora, varios estudos
relacionados aos beneficios dos probiéticos tenham sido publicados, na cura de
alguns disturbios gastrointestinais, € importante a realizagdo de mais discusséo e
pesquisas sobre o0 tema, ressaltando a importancia da associacdo desses
probiéticos com outras terapias (THEOPHILO e GUIMARAES 2008).

Como os probidticos conseguem  agir significativamente na  modulacéo
intestinal do organismo animal, alguns estudos apontam a relevancia de trabalhar
com esses frente a enterobactérias potencialmente patdégenas (KURITZA et al.,
2014). Diante disso, o presente estudo objetivou-se, isolar e quantificar os diferentes
probiéticos em meio sélido e comparar com a indicacdo dos fabricantes, caracterizar
microscopicamente 0s microrganismos isolados dos probiético e avaliar a atividade
antimicrobiana dos probioticos Saccharomyces cerevisiae (Floratil®) Saccharomyces
boulardii (Florax®) Bacillus cereus (Biovicerin®) e Bacillus clausii (Enterogermina®)
isoladamente e da associagdo destes com Lactobacillus sp., em meio solido e

liquido, frente & enterobactérias.
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2. REFERENCIAL TEORICO

A Microbiologia € a ciéncia que estuda os microrganismos, amplo grupo de
seres vivos conhecidos como bactérias, fungos, protozoarios e as microalgas, além
desses o0s virus também sdo estudados neste grupo, embora nao serem
considerados vivos. Estes organismos séo responsaveis por diversas atividades
relevantes para o Homem e o meio ambiente, os mesmos sdo encontrados em
diferentes lugares como solo, agua o ar inclusive em ambientes extremos como
desertos, leito de oceanos e areas vulcanicas (BINNS, 2014).

Os microrganismos apresentam grande diversidade e se adaptam a variados
ambientes devido a grande variacdo genética que possuem (NICOLAU, 2016). Com
relacdo ao Homem, as bactérias e os fungos se destacam por serem em sua grande
maioria benéficos, e por serem considerados decompositores por exceléncia. Além
disso, participam de varios processos na industria alimenticia (producdo de pdo,
cerveja, vinho, queijo, leite fermentado, molhos), farmacéutica (antibidticos,
vitaminas, acidos organicos), na medicina (tratamento de doencas), agronomia
(solubilizadores de nutrientes, bioinseticidas, biofungicidas). Por outro lado, alguns
microrganismos sao responsaveis por causarem desequilibrios tanto no homem
como ao meio ambiente (ROMANO et al, 2016). Essas alteracdes, embora sejam
representadas por uma pequena porcentagem do universo microbiano, causam
doencas com ampla representatividade na saude publica e no ambiente (TORTORA,
et al. 2012).

Estes organismos também sdo encontrados como parte do microbioma
humano e animal exercendo acfes benéficas indispensaveis aos mesmos em
diversas partes do corpo, como a pele, trato gastrointestinal, mucosa oral, entre
outros (CARDOSO, 2015). A existéncia desses microrganismos nos seres Vivos foi
observada pela primeira vez pelo pesquisador holandés Antonie van Leeuwenhoek,
por meio de amostra de fezes e salivas e devido serem microscépicos foram

chamados pela primeira vez de “animalculos” (CHO e BLASER, 2012).
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2.1. Probidéticos

O nome "probiotico” foi dado em 1965 por Lilly e Stillwell como um produto
microbiologico que influencia de forma positiva, no desenvolvimento de outros
microrganismos a partir de substancias que esses produzem. Para tal denominacéo,
esses microrganismos deveriam ser viaveis para a manutencao do trato intestinal. A
partir disso, outros pesquisadores iniciaram suas pesquisas sobre como esses
pequenos organismos beneficiavam a saude do individuo (GUARNER et al., 2011).

A curiosidade por buscar mais informagfes sobre os probidticos aumentou,
pois, anos atras, a terapia medicamentosa para pacientes era feita unicamente por
meio de antibiéticos. No entanto, a ingestdo demasiada desses medicamentos nao
estava obtendo resultado esperado, devido as modificagbes que esses quimicos
causavam no trato gastrointestinal, deixando-o vulneravel ao aparecimento de outras
doencas. Entdo, através de varias pesquisas, a ideia de introduzir cepas bacterianas
benéficas ao trato intestinal com finalidade de restaurar a microbiota habitual e
prevenir doencas, se tornou muito viavel (GUPTA e GARG, 2009). Ainda segundo
esses autores, os géneros de bactérias mais utilizadas como probi6ticos sdo
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Escherichia, Streptococcus, Bacillus e
Streptococcus. Além de representantes fangicos do género Saccharomyces, que
séo bastante utilizadas.

O professor pesquisador Russo, Elie Metchnikoff, em 1905, foi o responsavel
por descrever as primeiras bactérias acido-laticas como organismos que conferiam
melhor resultados para a saude, acrescentando mais tempo de vida ao individuo
(WHO, 2011). A partir disso, foi proposto a utilizacao de leite fermentado na dieta do
individuo, denominando o nome da bactéria Bacilo bulgaro (GUARNER et al., 2011).
Ainda de acordo com esses autores, em 1917, o professor
pesquisador, Alfred Nissle, utilizou cepas nédo patogénicas de Escherichia
coli, isoladas de fezes de um soldado da primeira guerra mundial, como probidticos
em disturbios intestinais, foi o primeiro pesquisador a utilizar bactérias probioticos
nao &cido-laticos.

A palavra probidtico € de origem grega que significa “pro-vida” (COPPOLA e
TURNES, 2004), e também benéfico a vida (BARBOSA, et al 2011). Esse preparado
constituido a base de bactérias ou fungos é considerado alimento funcional, que
dispde de substancias necessarias para a vida, como vitaminas e carboidratos, com
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potencial de conferir melhor desenvolvimento da saude humana (PHAM e
MOHAJERI, 2018). Sobre alguns beneficios dos probidticos, a medicina atual
destaca o tratamento de distirbios do metabolismo gastrointestinal, inibicdo da
carcinogénese e seu efeito como imunomoduladores (OLIVEIRA, et al., 2017).

Os probidticos possuem diferentes atividades importantes que caracterizam
seu modo de acdo, tais como, os efeitos antimicrobianos, nutricionais e fisiol6gicos
(RAIZEL et al., 2011). O primeiro modo seria a capacidade desses probiéticos de
inibir alguns microrganismos patdgenos, estas atividades séo viabilizadas a partir da
quantidade de células responsaveis por tal atividade, uma vez que, produzirdo
compostos especificos que inibirdo a presenca de microrganismos patégenos, essa
atividade antimicrobiana pode ser visualizada macroscopicamente pelo halo de
inibicdo. O segundo modo de acdo seria através de mudancas aleatérias no
metabolismo dos microrganismos, aumentando ou diminuindo o trabalho enzimético.
Esses mesmos autores ainda dizem que o terceiro e ultimo modo trata dos efeitos
causados no hospedeiro com intuito de aumentar significativamente a imunidade do
mesmo, mediado por anticorpos e possiveis macréfagos (OLIVEIRA, et al. 2002).

Os probidticos sdo comumente consumidos em alimentos, que ajudam na
nutricdo de adultos e criangas, cada um desses devem ser administrados em
quantidades corretas, cujas favorecerdao a multiplicacdo desses microrganismos ao
colonizarem o intestino, uma vez que, quanto maior a populacdo de microrganismos
benéficos, melhor sera as funcdes fisioldgicas do individuo (HUNGRIA & LONGO,
2009).

Segundo Fonseca et al (2010), a acdo dos probidticos consiste em eliminar a
competicdo dos microrganismos patdgenos por sitios de receptores presentes na
mucosa bem como 0s nutrientes presentes (Figura 1). Ainda de acordo com esse
autor, a diminuicdo desses agentes prejudiciais, podem ser feito pela redugéo do pH
intestinal, compostos antimicrobianos como também perdoxido de hidrogénio e
bacteriocinas.

Uma revisdo bibliogréfica realizada por Lara et al. (2015) aborda que
probioticos conseguem alterar de forma benéfica a microbiota intestinal conseguindo
inibir o crescimento de bactérias patogénicas ajudando no estimulo da funcéo
imunoldgica do hospedeiro (Figura 1). Essa mesma autora relata que os probidticos

foram utilizados para prevenir a dermatite atopica, apresentando bons resultados.
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Figura 1. Exemplos de a¢des dos probidticos

Os probidticos, prebibdticos e simbioticos sdo substancias que tem sido
recentemente discutidas e pesquisadas, pois, conseguem modular respostas
inflamatorias e competir contra agentes invasores, modificando assim o pH do meio
(MORAES e JACOB, 2006). Estes, também produzem diferentes metabdlitos com
carater antimicrobiano e compete por sitios de ligacdo, impedindo dessa forma a
acdo patdégena de microrganismos potencialmente prejudiciais ao animal incluindo o
homem (KURITZA et al., 2014). Entretanto, pouco se sabe a forma de acéo desses
processos, se eles impedem ou inibem o crescimento de patégenos (MORAES e
JACOB, 2006).

Os prebidticos sdo carboidratos ndo digeridos pelo trato gastrointestinal
(GUPTA e GARG, 2009), e se caracterizam como um alimento funcional que nutrem
as bactérias probidticas. Constituidos basicamente de oligossacarideos e
polissacarideos, podem ser encontrados em cereais, biscoitos e principalmente
produtos lacteos, dentre os prebidticos mais conhecidos estdo lactulose,
oligofrutose, inulina, galactooligossacarideos, fibras, entre outros. Cada substancia é
responsavel por nutrir determinada classe de probidticos e esses prebidticos por sua
vez, ajudam no modo de acdo desses probidticos (GUARNER et al., 2011). Os
probioticos e prebidticos sdo denominados simbioticos os quais ajudam as bactérias
a se manterem vivas no trato intestinal (GUPTA e GARG, 2009).

Os simbiéticos contribuem progressivamente na prevengdo de doengas no
intestino, ja foi descrito que esses conseguem reduzir a incidéncia de diarreia infantil

grave (MILLANI, et al., 2009). Ainda de acordo com esses autores, a digestao parcial
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no intestino delgado contribui para fortalecimento do sistema imune, inibindo os
microrganismos patdgenos. Os simbibticos nada mais sdo do que a juncdo dos
probidticos com os prebidticos, sua acdo promove maior eficiéncia nos processos
fisioloégicos (KERRY et al., 2018). A acdo dos simbidticos se torna bem maior contra
0os patdégenos e induz a reposta imunoldgica, pois os probidticos aumentam a
producdo de células de defesa no intestino, além de aumentar o processo de
absorcdo de calcio por meio da fermentacdo dos prebidticos no colon (FLESCH et
al., 2014).

As espécies Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces boulardii séo
leveduras ndo patogénicas com elevado potencial probidtico que tem sido estudada
a mais de 30 anos principalmente no tratamento de diarreia. S. boulardii foi isolada
pela primeira vez de frutas tropicais pelo pesquisador Henri Boulard em 1923 e a
partir disso, novas pesquisas foram realizadas com intuito de descobrir a importancia
dessas leveduras (APPEL-DA-SILVA et al., 2017).

Estas leveduras tém sido muito utilizadas no tratamento de varias doencas
gastrointestinais (APPEL-DA-SILVA et al., 2017), seja por meio de infeccdes virais
ou bacterianas (ARNOLDO et al., 2003). S. cerevisiae e S. boulardii sdo utilizadas
como probidticos em animais e humanos, apesar das duas espécies serem do
mesmo género, existem diferencas genéticas entre elas, além do mais S. boulardii &
mais adequada para tratamentos em humanos, pois consegue se desenvolver a
temperaturas maiores que 30°C enquanto que S. cerevisiae preferem temperaturas
menores que isto (PALMA et al., 2015).

A levedura S. boulardii pode ser utilizado como suplementacéo para adultos
e criancas, além disso, estd associado a diversos tipos de tratamentos
principalmente aqueles relacionados a desequilibrios intestinais como a diarreia do
vigjante, pelo uso abusivo de antibidticos ou de origem viral ou bacteriana
(LUKASZEWICZ, 2012). Varias pesquisas mostram que o tratamento com S.
boulardii pode mudar o quadro de diversos pacientes que sdo submetidos a
administracdo de antibidticos, melhorando assim a sanidade do paciente e
consequentemente diminuindo seu tempo em clinicas hospitalares (ARNOLDO et
al., 2003). O uso desse probiotico consegue evitar a infeccdo por Clostridium difficile
impedindo a inflamacgéo do intestino, entre outras infec¢cdes (APPEL-DA-SILVA et
al.,, 2017; HEIKE e BISCHOFF, 2016), embora seu uso seja bastante explorado,
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ainda ha muito a ser descoberto sobre seus mecanismos de acdo (LUKASZEWICZ,
2012).

O género Bacillus é caracterizado por ser Gram-positivo, produtor de
endosporos, essas bactérias possuem formato baciliar, embora ndo faca parte da
microbiota gastrointestinal indigena algumas espécies sao utilizadas como probiético
(COELHO, 2013). As espécies desse género tém sido estudadas ha 50 anos a partir
de um produto italiano chamado Enterogermina, que em 1958 foi utilizado como um
suplemento medicinal (CUTTING, 2011), nesse sentido, apesar de alguns estudos
realizados, o interesse pelas cepas de Bacillus foi mais intenso nos ultimos 15 anos.

Das espécies empregadas como probioticos, Bacillus cereus e Bacillus
clausii, sdo muito utilizadas na nutricdo animal e em formulas farmacéuticas para
uso humano. As cepas de B. clausii s&o utilizadas no produto Enterogermina
considerado um suplemento medicinal, na prevencgéo de diarreia infantil (URDACI et
al., 2004). Esses autores ainda observaram a atividade antimicrobiana de cepas
probidticas de B. clausii contra Stafilococcus aureus e Salmonella, e concluiram que
0 probidtico conseguiu inibir apenas a presenca de Staphylococcus.

Apesar de B. cereus ser muito conhecida como agente causador de
intoxicacdo alimentar, nem todas as cepas possuem 0s genes de toxicidade, sendo
algumas caracterizadas como probiéticas (CUTTING, 2011). Essas espécies sao
utilizadas como suplemento alimentar para garantir o bem-estar do individuo,
restaurar a microbiota, algumas dessas, tem participado como suplemento alimentar
ou no tratamento de pacientes com infecgdes intestinais (COELHO, 2013). Um teste
realizado com B. cereus, B subtilis, B. amyloliquefaciens em animais mostrou que a
cepa de B. cereus teve melhor atividade na suplementacao dietética ao contrario das
demais (REDA, 2018). Outros trabalhos com cepas probitticas de Bacillus tém sido
realizados para melhor entender seu funcionamento (COELHO, 2013).

Outros estudos realizados com os probidticos também abordam o caréater
probiotico dos Lactobacillus que s&o bactérias Gram-positivas com formato de
bastonetes e sdo assim chamados por produzirem acido latico como produto final da
fermentacdo, eles participam desse grupo juntamente com as Bifidobacterium,
enterococcus, Lactococcus, entre outros (BRUNO, 2011).

O &cido-latico é uma substancia antimicrobiana produzida por essas bactérias

e por isso sdo muito utilizadas na prevencdo e tratamentos de disturbios

23



gastrintestinais (GOLDSTEIN et al., 2015). Testes realizados in vitro mostram que
bactérias acido laticas conseguem induzir as células de defesas a produzir
substancias inibidoras contra agentes patégenos, bem como ajudam em processos
inflamatorios ocorrentes no trato gastrointestinal e na inducdo de células de defesa
do sistema imunoldégico, entre outros beneficios (SICHETTI et al., 2018).

Diferentes cepas de Lactobacillus tém sido utilizadas em leites fermentados,
na fabricacdo de queijos como alimento funcional por conseguirem garantir o
desenvolvimento da microbiota saudavel inibindo o crescimento de patdgenos
oportunistas (FLESCH et al., 2014). Varias pesquisas com cepas de Lactobacillus ja
foram desenvolvidas, inclusive como suplementacdo na modulacdo do trato
intestinal, bem como na estimulacdo do sistema imunoldégicos em humanos
(VANDENPLAS, et al., 2015; VEMURI, et al., 2018).

2.2 Microrganismos GRAS

Conceitualmente Generally Reconized as Safe (GRAS) significa “geralmente
conhecido como seguro”, este termo esta relacionado a cosméticos, medicamentos
e alimentos que sdo geralmente comercializados com intuito do beneficio a
populacdo. Destacando-se os alimentos ou substancias contidas no mesmo, antes
deles irem as prateleiras e tornar-se algo consumivel, primeiramente € necessario o
seu reconhecimento como um produto seguro (GRAS), ou seja, um processo de
aprovacdo segundo a Lei Federal dos alimentos afirmando que estes estdo aptos
para o consumo humano (SEWALT et al., 2016).

Se tratando dos probidticos para a sua aprovacdo € imprescindivel a
realizacdo de testes de repeticbes sobre a seguranca do produto antes de serem
comercializados. Os probidticos sdo muito utilizados como alimento funcional em
produtos como leites fermentados, iogurtes, kefir, entre outros. Para participarem
desses alimentos os probi6ticos devem passar primeiramente por uma selecdo, a
qual deve avaliar aspectos taxondmicos, funcionais, tecnoldgicos, fenotipicos,
genéticos, seguranca e resisténcia principalmente a antibidticos (OMURA, 2014).
Além disso, também é importante a producdo do probidtico em larga escala e que
estejam viaveis e ativos no local disponibilizado, terem resisténcia ao ambiente acido
estomacal, ter capacidade de adesdo as células intestinais e antagonismos a
patdogenos (MARTINEZ et al., 2014).
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Atualmente se sabe que boa parte dos probioticos € reconhecida como
seguros, principalmente os que contém os géneros, Lactobacillus, Bifidobacterium e
Saccharomyces, sdo bem conhecidos por sua eficacia no tratamento de diversos
distarbios gastrointestinais e por entrarem em todos 0s requisitos que caracterizam
um probidtico (Quadro 1) (CASSANEGO et al.,, 2015). Os efeitos benéficos
proporcionados juntamente com outros probiodticos contribuem para o melhor

funcionamento das func¢des do corpo humano e de outros animais (OMURA, 2014).

Quadro 1: Caracteristicas exigidas para a comprovacao de um probidtico

Caracterizagdo de um probiético

Tolerar o acido biliar

Possuir adeséo as células epiteliais

Competicao por nutrientes

Possuir antagonismo a patégenos

Considerados seguros

Serem ativos e viaveis

Recuperar a microbiota intestinal

Colonizac¢éao do intestino
(SORNPLANG E PIYADEATSOONTORN, 2016)

2.3 Microbiota Intestinal Humana

A microbiota intestinal se refere ao agrupamento de microrganismos presente
no intestino humano (GONCALVES, 2014). Segundo Isolauri, et al (2004) a
microbiota normal intestinal é caracterizada pelo bem-estar fisico em que o individuo
se encontra, sem a presenca de doencas. Esses microrganismos habitantes do trato
gastrointestinal, quando ingeridos ndo apresentam efeitos secundarios, pelo
contrario, ajudam nos processos fisiologicos, permeabilidade intestinal, imunidade
da mucosa, entre outros (MARTINS et al., 2005).

Por meio de pesquisas realizadas sobre o microbioma humano, sabe-se
atualmente que o numero de microrganismo é milh6es de vezes maiores que 0
guantitativo de células do corpo humano (MIMICA, 2017). A simbiose entre a
microbiota e 0 seu hospedeiro contribui para o aumento de chances de uma boa

qualidade de vida, visto que, 0os microrganismos presentes no corpo do hospedeiro
25



trabalham em harmonia para o melhor desenvolvimento dos processos fisiolégicos
(MOHAJERI, et al., 2018).

A microbiota encontra-se em diferentes partes do corpo, por exemplo, ao
sistema respiratoério, digestivo, genital e a pele, contudo sabe-se que a maior biota
se encontra no intestino principalmente, o grosso (MIMICA, 2017). Ainda de acordo
com este autor, a microbiota compreende maior concentracdo de células
bacterianas, mas também existem fungos e virus, porém em menor quantidade. Os
microrganismos beneficiam e sdo beneficiados com nutrientes e vitaminas, para que
se mantenham ativos e funcionais, e 0 ambiente em que se encontram deve esta
com temperatura, pH e umidade adequada (UZCATEGUI, 2016).

Os estudos realizados sobre a microbiota humana caracterizam-na como tao
importante e imprescindivel que esta pode ser utilizada para diversos fins. O
transplante de microbiota fecal seria um deles, recentemente essa técnica voltou-se
a ser utilizada no tratamento de infec¢des oriundas de bactéria patégenas. Essa
forma de tratamento ndo é tdo recente, pois ja foi utilizada por chineses num
tratamento de colite pseudomembranosa em 1958, entretanto, devido aos seus bons
resultados foi novamente incorporada nos ultimos dez anos. Neste trabalho, os
autores destacam o transplante de microbiota fecal de um individuo com microbiota
saudavel para outro individuo portador de uma infecdo bacteriana (MESSIAS et al.,
2018).

Geralmente o individuo doador é parente consanguineo do receptor,
entretanto, € também requerido alguns exames e critérios, como por exemplo, ndo
ter feito uso de antibioticos em pelo menos seis meses, ndo ter nenhuma doenca
inflamatoria, ndo ser imunocomprometido, dentre outras questdes (GANC et al.,
2015). Este tipo de técnica, também pode ser realizada para tratar outras doencas
provocadas por outros microrganismos, isto dependera da situacdo clinica do
paciente (FRANCINO, 2014). A maioria das infeccbes graves existentes ocorre pela
resisténcia bacteriana por algumas classes de antibioticos, uma vez ganhando
oportunidade certas bactérias causam infeccfes gravissimas no seu hospedeiro
principalmente as bactérias do género Clostridium (PATHAK et al., 2014).

Devido aos agravos causados especificamente por isolados resistentes de
Clostridium difficile, pesquisam demonstram que a populacdo idosa € beneficiada

com essa técnica de transplante da microbiota fecal. Geralmente, esses idosos se
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encontram em ambientes hospitalares sendo tratados com antibibticos
convencionais e quando a bactéria ganha resisténcia provoca algumas doencas
como, diarreia e insuficiéncia renal, entre outras complicacdes (GANC et al., 2015).
A realizacdo desse transplante, também foi descrita em criangcas acometidas com
colite ulcerativa, as quais obtiveram bons resultados apos o tratamento (NUSBAUM
et al., 2018).

O conhecimento da microbiota intestinal se tornou muito importante para o
tratamento de algumas patologias que acometem o homem (PAIXAO E CASTRO,
2016). A relacdo mutualistica entre esses microrganismos com seu hospedeiro
contribui muito para seu melhor desenvolvimento fisiol6gico (GONCALVES, 2014).

Estratégias alimentares foram estudadas para estimular a proliferacédo
continua da microbiota benéfica, por meio de probidticos adicionados na
alimentacao, ou através dos prebioticos, conhecidos como suplemento alimentar que
ajudam os probiéticos a dominarem outras bactérias do trato gastrointestinal (PHAM
e MOHAJERI, 2018).

De acordo com Waitzberg (2009) a microbiota intestinal é dividida em trés
partes, a microbiota dominante (Bifidobactérias) subdominante (Lactobacillus) e
residual (Klebsiella, Pseudomonas e Clostridium). A relacdo mutualistica entre os
microrganismos com seu hospedeiro contribui muito para seu melhor
desenvolvimento fisiolégico (GONCALVES, 2014).

O epitélio intestinal € envolvido por uma camada de muco que impede a
entrada de invasores patdgenos, nas células desse epitélio também existe uma
barreira de gel mucoso, impedindo a invasdo de microrganismos patégenos, 0s
quais, geralmente, conseguem invadir a célula utilizando os fatores de viruléncia que
0s ajudam na penetracdo celular. Os microrganismos benéficos estdo presentes na
porcado externa do muco, neste local conseguem sobreviver a partir de nutrientes
como, vitaminas, carboidratos, peptideos e minerais (TADDEI e FEFERBAUM,
2017).

O estbmago e o intestino delgado sdo ambientes com baixa proliferagéo
microbioldgica devido a presenca atuante do suco gastrico, secrecao pancreatica e o
proprio peristaltismos do intestino (ANDRADE, 2010). Com esses fatores o
estbmago consegue comportar apenas 0s géneros de Lactobacillus, Streptococcus
(BESERRA, 2014) e Helicobacter pylori (YOUSSEF et al.,, 2018). No intestino
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delgado existe uma pequena populacdo de bactérias de Escherichia coli e outros
anaerobios facultativos, como também os Lactobacillus e Peptostreptococcus
(BREDA, et al., 2010). O intestino grosso € o local onde se tem maior variedade
complexa de microrganismos, principalmente anaerobios (GONCALVES, 2014),
composta pelos géneros Bifidobacterium, Lactobacillus, Propionibacterium,
Bacteroides (90-95%), Escherichia, Enterococcus e Clostridium (SERDOURA, 2017).

De acordo com as pesquisas feitas, o intestino da crianca ganha sua
microbiota através da méae, apos o parto (PAIXAO E CASTRO, 2016) que sdo muito
importantes na homeostase do corpo (AGGARWAL et al., 2016). Geralmente as
primeiras  bactérias a  colonizarem o bebé sdo  Escherichia coli,
E. faecalis e E. faecium, devido a alta quantidade de oxigénio, dez dias apds o parto,
o meio fica apto para a colonizacdo de outras  bactérias
anaerobias como Clostridium, Bacteroides e Bifidobacterium (TADDEI e
FEFERBAUM, 2017).

O leite materno € composto por diversas bactérias dos géneros
Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus e varias espécies de Lactobacillus e
Bifidobacterium, esses dois Ultimos géneros atuam rigorosamente contra a adesao
de bactérias patdgenas na mucosa intestinal. Ainda segundo esses autores, a
maioria dos bebés prematuros possui risco de serem acometidos com enterecolite
necrosante, esse distlrbio acarreta na diminuicdo da variedade de microrganismos
benéficos, predominando varias bactérias patbgenas como Salmonella, Escherichia
coli, Klebsiella, Vibrio, Pseudomonas, Helicobacter, entre outras (TADDEI e
FEFERBAUM, 2017).

No decorrer do tempo o desenvolvimento microbiologico do individuo recém-
nascido serd formado a partir do contato com o meio externo onde ele estara
inserido, incluindo a idade, alimentacao, estilo de vida e entre outros (GONCALVES,
2014). A microbiota intestinal desse individuo estara sujeita a disbiose, ou seja, um
desequilibrio nas fun¢cdées normais do metabolismo intestinal, por vérios fatores, que
pode resultar em infec¢des e inflamacdes, a fim de reverter a disfuncéo fisioldgica,
os probidticos podem ser utilizados para eliminar a acdo dos possiveis patdégenos e
controlar a populacdo dos mesmos (NOGUEIRA, 2015).

O uso exacerbado de antibiéticos também € outro fator agravante da

disbiose, isso porque, esse quimico elimina boa parte das bactérias sensiveis, ou
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seja, bactérias benéficas, deixando as mais resistentes, contribuindo no
aparecimento de doencas devido a maior presenca de populagcbes bacterianas
oportunistas. Se ha maior concentracdo de populacbes bacterianas resistentes,
entdo ha maior probabilidade do hospedeiro ser acometido por doencas causadas

por essas bactérias, principalmente as do género Clostridium (ANDRADE, 2010).

2.4. Atividade Antimicrobiana

Essa acédo consiste na inibicdo de qualquer microrganismo, seja patégeno ou
nao (GUEDES NETO et al, 2005). Pode ser dada a partir de qualquer substancia
produzida por determinado organismo, como por exemplo, metabdlito primario ou
secundario, probidticos, Oleo essencial, extratos vegetais, entre outros. Essas
substancias podem inibir ou ndo o crescimento do agente patégeno, isso dependera
do fator de resisténcia do microrganismo (SIMONETTI, et al, 2016).

Alguns autores vém discutindo, que os probidticos de bactérias acido laticas
conseguem inibir a presenca de certas bactérias patdgenas principalmente as dos
géneros Salmonella, Staphylococcus, Bacillus, Listeria, Pseudomonas, e bactérias
do grupo coliforme (GUEDES NETO et al, 2005). A inibicAdo ocorre por meio de
algumas substancias liberadas pela maioria das bactérias laticas como, subprodutos
de via metabdlica, toxinas, bacteriocinas, enzimas, acidos organicos e peroxido de
hidrogénio (DE SOUZA MOTTA e GOMES, 2015).

Estudos mostram que algumas bactérias do género Bifidobacterium podem
produzir bacteriocinas (peptideos antimicrobianos) (JUIZ, et al., 2017) sintetizadas
nos ribossomos as quais diferem pelo modo de acéo, biossintese, transporte e a
composi¢cdo de aminoécidos em sua estrutura (OGAK e FURLANETO, 2015) essas
bacteriocinas sdo capazes de agir contra bactérias Gram-negativas como também
as Gram-positivas (JUIZ, et al., 2017). Outros estudos também explanam que o0s
probioticos com Lactobacillus mesenteroides conseguem inibir o crescimento de
agentes patdgenos carreados por alimentos como a Listeria monocytogenes, sendo
um caso relevante para a diminuicdo das doencas transmitidas por alimentos
(JERONYMO et al., 2013).
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2.5 Enterobactérias

As enterobactérias sdo um grupo de bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, sdo gram-negativas (PUERTA-GARCIA E MATEOS-
RODRIGUEZ, 2010), se apresentam na forma de bacilos, podem ter motilidade ou
nao e conseguem fermentar a glicose, dependendo da espécie pode ser aerdbia ou
anaerdbia facultativa (PATERSON, 2012). S&o assim denominadas, por se
encontrarem no trato gastrointestinal de vertebrados (PUERTA-GARCIA E
MATEOS-RODRIGUEZ, 2010).

Sao muito conhecidas por serem agentes patoldgicos responsaveis por serias
infeccbes no trato gastrintestinal, quando tem oportunidade e principalmente quando
estdo em grande populacdo, ganham maior resisténcia (SEIBERT, et al., 2014).
Atualmente essas bactérias sdo caracterizadas como um problema de saude
publica, por acometer grande parte da populacdo (LAVAGNOLI, 2017), dentre as
existentes se destacam o0s géneros, Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Serratia,
Proteus, Citrobacter, Morganella, Salmonella, Shigela, Clostridium, entre outros.
Esses possuem grande importancia por serem agentes etioldgicos do trato
gastrointestinal (OLIVEIRA, et al., 2015).

Além de causar doencas, um dos caracteres cruciais dessas bactérias, é a
capacidade de resistir a alguns antibidticos, e por isso, muitos estudos foram
realizados a fim de conhecer o grau de resisténcia e as quais substancias elas
conseguem ser sensiveis, esses estudos tém sido feitos, a partir de técnicas de
antibiograma e moleculares. Ainda segundo esses autores, o grau de viruléncia
desses microrganismos acarreta complicacfes tragicas dependendo da patologia,
muitas dessas bactérias conseguem inibir a acdo dos antibioticos por meio de genes
especificos que sintetizam enzimas especificas, as quais impedem a acdo de
determinada classe de antibiéticos, por exemplo, as bactérias que possuem o gene
blaKpC conseguem sintetizar a carbapenemases (enzimas plasmidio-mediadas)
que conferem resisténcia aos antibidticos betalactamicos (ALVES E BEHAR, 2013).

2.5.1 Escherichia coli
Esta bactéria apresenta a forma de bastonete ndo esporulado, com

movimento flagelar peritriquios e metabolismo anaerdbio facultativo (LEME, 2013).
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Conhecida por apresentar sorotipos com alto grau de viruléncia estd inserida no
grupo dos coliformes e por isso é uma indicadora de contaminacéo fecal. E habitual
do intestino humano e do meio ambiente, além de poder ser carreada por alimento,
como por exemplo, as carnes, a presenca dessa bactéria interfere na qualidade do
alimento (SATO, et al., 2008). Fazem parte da microbiota intestinal inofensiva (E. coli
Nissle, sorotipo O6: K5: H1), as estirpes benéficas sdo utilizadas como probidticos,
em processos inflamatorios (CANAS et al., 2016), porém a E. coli também possui
carater patogénico responsavel por diferentes tipos de diarreias no seu hospedeiro,
além de doencas extra intestinais atingindo o sistema nervoso, respiratério e urinério
(KHODAI et al., 2017).

Quando a E. coli assume sua forma enterotoxémica, se torna responsavel
pela famosa “diarreia do viajante”, que acomete muitas pessoas que ingerem
alimento contaminado. Esses autores ainda explanam que probiéticos dos géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus e Saccharomyces sdo muito utilizados
no combate desse desequilibrio fisiolégico (KARKOW et al. 2007).

A E. coli também esté relacionada com outros tipos de diarreias quando
assume outras formas como enterotoxigénico, enteropatogénico, enteroagregativo,
enterohemorragica, e produtoras de toxina Shiga. Os Lactobaccillus sdo muito
utilizados na inibicdo da E. coli enterotoxigénica, pois o0 mesmo impede a adesao
dessa bactéria na mucosa intestinal por meio da liberacdo de peréxido de hidrogénio
(KURITZA, et al., 2014).

A literatura explana que o0s probioticos, Lactobacillus e Bifidobactéria
também conseguem inibir o crescimento de E. coli em condicbes de anaerobiose
(COSTA, et al., 2012).

2.5.2 Salmonella

Sdo bactérias Gram-negativas caracterizadas pela presenca de fimbrias,
flagelos peritriquios que conferem mobilidade, possuem formas de bastonetes
curtos, sao aerébios facultativos, com pH neutro, temperatura 6tima de 37°C, e nao
conseguem resistir a temperaturas de 60°C durante 15 minutos (MENDONCA,
2016). A Salmonella € uma importante causadora de diarreia inflamatoria, vive
normalmente no intestino, conseguem prosperar nesse ambiente, pois se utilizam de
fontes de carbono, sédo resistentes a proteinas antimicrobianas liberadas pelo
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sistema imunoldgico e capturam o ferro do hospedeiro por meio de proteinas
hospedeiras (DERIU et al., 2013).

Essa bactéria pode se isolada de alimentos de origem animal ja que ela esta
presente no intestino de diversos animais de producdo como: bovinos, suinos, aves,
estando associada as doencas transmitidas por alimentos, além de estarem
presentes também em animais domeésticos. Por tal situacdo a frequéncia exacerbada
de Salmonella é tratada como uma questdo de saude publica, devido as doencas
gue essa bactéria causa no homem quando encontra condi¢cbes favoraveis (WHO,
2015). Uma dessas doencgas € a salmonelose que pode ser transmitida por meio de
animais domésticos que carreiam essa bactéria em seu intestino de maneira
assintomatica (MENDONCA, 2016).

O trabalho de Amadi et al. (2018), explicam sobre o isolamento de Salmonella
nas fezes de cées nao diarreicos. Os autores testaram a vulnerabilidade dessas
bactérias a antibidticos e observaram que elas possuiam resisténcia a Neomicina e
a Tetraciclina. Devido a isso, os probiéticos podem ser a melhor fonte utilizada
contra esses patogenos, condicdo que foi observada no trabalho de Huang e Huang
(2016), os quais afirmam que Lactobacillus e Bifidobacterium regulam respostas
imunoldgicas como a Iterleucina 8 (IL-8), e consequentemente reduzindo a acdo da
Salmonella.

Se a microbiota intestinal do individuo estiver em boas condicdes, ou seja,
com maior presenca microrganismos benéficos, dificilmente havera distlrbios
intestinais por Salmonella, Clostridium e E. coli, principalmente. A rapida colonizagéo
de Salmonella no intestino pode ser dada também pela ingestdo variada de
antibidticos como, metonidazol, vancomicina e estreptomicina, pois esses e demais
antibioticos podem afetar direta ou indiretamente as vias metabdlicas da microbiota
(VOGT e FINLAY, 2017).

2.5.3 Klebsiella

Esse género compreende bactérias Gram-negativas encontradas geralmente
na forma de bacilo, ndo movel, encapsulada, é habitual do intestino humano e
agrupa espécies patogeno-oportunista e multirresistentes com predisposicdo a
formacdo de biofilmes (LAGRAFEUILLE et al.,, 2018). Além disso, este género é
conhecido por causar infecgcbes graves, como pneumunia, infeccbes urindrias,
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inflamacdes, hemorragia dos tecidos pulmonares dentre outros exemplos (CUNHA,
2014).

A sua multirresisténcia parte do principio delas portarem a enzima
betalactamase em sua composicdo, a qual inativa os antimicrobianos, por isso a
Klebsiella se encontra na classe das carbapenemase, com isso se faz importante
tomar as devidas precauc¢des quanto a alta populagdo dessas bactérias no intestino
humano, como também em pacientes, principalmente no ambito hospitalar
(SEIBERT et al., 2014).

Ja foi relatado que os biofilmes de Lactobacillus plantarum dificultaram a
formacdo de biofiimes de K. pneumoniae, impedindo a transcricdo de genes
relacionados com a producédo desses biofilmes, in vitro (LAGRAFEUILLE et al.,
2018).

2.5.4 Citrobacter

As bactérias desse género sao Gram-negativas, possuem motilidade, séo
anaerodbias facultativas, seus flagelos estdo geralmente situados em um Unico polo
da célula conferindo motilidade, conhecida por ser um patdgeno oportunista
secundario, que reside normalmente na microbiota intestinal humana e pode estar
presente também em alimentos, agua e no solo (JONES E KNIGHT, 2012). Esses
autores também relatam que a infeccdo por Citrobacter sdo multiplas, mas esta de
acordo com o sorotipo, podendo causar meningite, com alto indice de abcesso
cerebral, endocardite, diarreia, infeccfes do trato urinario e respiratorio.

Segundo os estudos de LACH, et al., (2017), a utilizacdo de probioticos
frente a Citrobacter conseguiu eliminar os efeitos patoldgicos na microbiota intestinal
de animais, bem como, melhorou 0s processos cognitivos em ratos diabéticos
tratados com bactérias probioticas. Outro trabalho realizado por Kumar, et al.,
(2016), mostrou que a espécie Lactobacillus acidophilus conseguiu inibir a acdo de
Citrobacter rodentium em ratos, apresentando melhoras em quadros diarréicos e na

microbiota dos animais avaliados
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de Execucéo e probidticos

Os probidticos testados foram adquiridos em farmacia, com prazo de validade
adequado, registrados sob o Lote (L.) 312 para Floratil® (Saccharomyces boulardii),
L: 1703056 para Florax® (Saccharomyces cerevisiae) L: 17.009.103 para
Biovicerin® (Bacillus cereus) e L: 2155 para Enterogermina® (Bacillus clausii)
respectivamente. As pesquisas desenvolvidas foram realizadas no laboratério de
Microscopia | na Unidade Académica de Serra Talhada - Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE/UAST).

3.2 Isolamento e quantificacdo de bactérias e leveduras dos

probidticos.

A diluicdo de cada probidtico foi realizada trés vezes consecutivas e todas
elas em triplicatas.

Para o isolamento e quantificacdo de bactérias e leveduras totais, realizou-se
a técnica da diluicdo seriada (MONTASSIER, 2016), que consiste em adicionar 1 mL
dos probidticos em quatro Erlenmeyers contendo 99 mL de agua peptonada (1%),
previamente autoclavada (diluicdo 10) e homogeneizacdo de 1 minuto por agitacéo.
A partir dessa primeira diluigéo, transferiu-se 1 mL para outro Erlenmeyer contendo
99 mL de agua peptonada 1%, e assim sucessivamente até a diluicdo 10®. Foram
semeadas as quatro ultimas diluicbes, cada uma com 0,1 mL em placas de Petri
pelo método de espalhamento em superficie, em triplicatas, contendo os meios de
cultura Agar Nutriente (AN) para bactérias e Agar Sabouraud (SAB) acrescido de
cloranfenicol para as leveduras.

As placas de Petri foram incubadas a 30 °C por 24 horas para contagem de
bactérias e por 48 horas para contagem de leveduras. As quantificacdes foram
realizadas nas placas de Petri que apresentassem entre 20 e 200 Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC), sendo os resultados expressos em UFC/mL.

A partir do isolamento dos probiéticos, realizou-se também a coloracdo de

Gram para observagdo microscopica das células bacterianas e fungicas
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3.3. Isolamento de Lactobacillus sp.

O isolamento de Lactobacillus sp. foi realizado a partir do leite fermentado
comercial Isis®, do qual foi retirada uma aliquota de 100 pl, pipetado e semeado em
meio agar nutriente, pela técnica de semeio em tapete, utilizando algca de Drigalski.

O crescimento bacteriano foi observado apos 48 horas a 30°C.

3.4. Atividade Antimicrobiana
3.4.1 Teste de difusdo em agar

Os microrganismos foram submetidos ao teste de atividade
antimicrobiana em meio sélido, pela técnica de difusdo em Agar, segundo
metodologia de Ichikawa et al. (1971). Inicialmente os isolados (fungos e bactérias)
selecionados foram cultivados em placas de Petri com meio Agar Nutriente
(bactérias) e Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (fungos) a 30 °C. Apés esse
periodo, foram cortados discos de colénias (15 mm de diametro) e transferidos para
a superficie do meio de cultura Agar Mueller Hinton (contendo g/L: Peptona 3,0;
Peptona de caseina 17,5; Agar 15 Ca2+ 20-25; Mg2+ 10-12,5; pH 7,4) em placas de
Petri previamente semeadas com as enterobactérias teste, Escherichia coli,
Salmonella sp., Klebsiella sp. e Citrobacter freundii os quais foram incubados a
37°C. As bactérias testes foram previamente isoladas de moscas domésticas do
trabalho de Barros, (2018) e foram mantidas em meio de crescimento Agar nutriente.
A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada apds 24 horas pela formacéo
ou ndo de halos de inibigdo. Os testes foram realizados em triplicatas e as medidas

expressas em milimetro pelas médias das triplicatas.

3.4.2 Teste de difusdo em disco

ApoOs o isolamento das leveduras e das bactérias probidticas, foi retirada uma
pequena quantidade de cada isolado, com auxilio de uma alca de platina, e
transferido para quatro diferentes Erlenmeyers, cada um contendo 200 mL de caldo
Sabouraud para as leveduras e caldo Nutriente para bactérias, 0os quais estavam
previamente autoclavados. Cada Erlenmeyer foi submetido a agitacdo em um

agitador magnético por 48 horas para o crescimento dos microrganismos. Apos esse
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tempo, foi pipetado para cada disco, 20 pL do caldo e transferido para a superficie
do meio de cultura Agar Mueller Hinton em placas de Petri com as bactérias teste
previamente semeada em tapete, e assim para 0os demais probioticos. O teste foi
feito em triplicatas para cada bactéria, incubados a 37° C e o resultado foi analisado

a partir da observacdo da formacao ou ndo de halo de inibicdo apés 24 horas.

3.4.3. Associacao dos probiéticos com os Lactobacillus sp.
3.4.3.1. Teste de difusdo em &gar

ApoOs o crescimento dos Lactobacillus sp., foi retirada uma pequena aliquota
dessa cultura e colocada em tubo de ensaio com 10 mL de agua destilada
esterilizada, nesse momento, também foi adicionado uma alcada do in6culo de S.
cerevisiae isolado do probiético Florax®, e submetido a agitacdo por 1 minuto. Em
seguida, foi realizado o semeio da associacdo desses microrganismos em agar
nutriente e submetidos ao crescimento por 48 horas a 30°C. Essa metodologia foi
seguida para os demais probidticos. Apds o crescimento dos probioticos, foram
cortados discos (15 mm de diametro) de cada associacao e inoculado em placas de
Petri contendo agar Mueller Hinton, com as bactérias testes previamente semeadas,
deixados a 37°C para a atividade antimicrobiana, a qual péde ser observada pela

formacéo ou ndo do halo de inibicdo apds 24 horas.

3.4.3.2. Teste de difusdo em discos

A partir do crescimento das culturas isoladas dos probidticos associados aos
Lactobacillus sp., com auxilio de uma alca de platina, coletou-se uma pequena
amostra das colbnias contendo S.cerevisiae+Lactobacillus sp.,
S.boulardii+Lactobacillus sp. e inoculo-se em Caldo Sabouraud e B.
cereus+Lactobacillus sp., B. clausii+tLactobacillus sp. inoculou-se em Caldo
Nutriente. As amostras de cada associacdo foram adicionadas em diferentes
Erlernmeyers contendo 200 mL do respectivo meio de crescimento. Em seguida,
foram submetidos a agitacdo em um agitador magnético por 48 horas. Apos isso, foi
adicionado 5 mL do caldo contendo S. cerevisiae+Lactobacillus sp. em dois tubos de

Falcon (15 mL) onde um recebeu 5mL de etanol (solvente polar) e o outro 5 mL de
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acetato de etila (solvente apolar), com o intuito de maximizar a quantidade de
metabdlitos produzidos pelos probidticos bem como o aumento desses diferentes
metabdlitos por causa da polaridade de cada um dos solventes (Figura 1). Esses
mesmas etapas foram seguidas para as demais associacdes de probioticos. Apos
trés horas, sob agitacdo, os tubos ficaram em repouso por 30 minutos e em seguida,
de cada tubo, foi pipetado 20 puL do sobrenadante nos discos de papel (6 mm), os
quais foram transferidos para a superficie de agar Mueller Hinton contendo as
bactérias testes previamente semeadas. O teste foi feito em triplicatas para cada
bactéria e o resultado foi analisado a partir da forma¢édo ou ndo do halo de inibicdo

apos 24 horas.

Figura 2. (A) Tubos de Falcon contendo Caldo Sabouraud com Saccharomyces
cerevisiae+Lactobacillus sp. e Saccharomyces boulardii+Lactobacillus sp. em
acetato e etanol. (B) Caldo nutriente com Bacillus cereus+Lactobacillus sp. e
Bacillus clausii+Lactobacillus sp. em acetato e etanol.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e quantificacdo dos probiéticos

Os probidticos S. boulardii (Floratil), S. cerevisiae (Florax), Bacillus cereus
(Biovicerin) e B. clausii (Enterogermina), apresentaram 6timo crescimento em seus
respectivos meios, agar Sabouraud e agar nutriente (Figura 2). No entanto, apenas
S. cerevisiae (Florax), apresentou baixo crescimento nas diluicdes apresentando
apenas na diluicdo 102, quando comparado com os outros probidticos que

apresentaram oOtimo crescimento em todas as diluigdes.
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As diluicdes utilizadas foram aquelas que apresentaram de 20-200 UFC
(Tabela 1).

Tabela 1: Diluicdes dos probioticos utilizadas para contagem de Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC/mL)

Probidticos Quantificacéo Fabricante
1 2 3
Saccharomyces
boulardii 4,93x10" 3,66x10° 8,23x10° 1x10°
(Floratil®) UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFCl/g
Bacillus clausii
(Enterogermina®) 1,17x10%° 6,00x10° 3,90x10° 4x10°
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Bacillus cereus 7,46x10° 6,73x10° 8,46x10° 1x10°
(Biovicerin®) UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Saccaromyces
cerevisiae 3,66x10* 1,83x10* 2,93x10* 5x10’
(Florax®) UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

1,2 e 3: Etapas em que realizou a quantificacdo dos probiéticos.

Para os probidticos Floratil® e Enterogermina®, as diluices escolhidas para
o trabalho, apresentaram niimero de células que variou entre 10*° /mL e 10%/mL. De
acordo com o fabricante do Floratil®, 1g de pé contém 200 mg de células de S.
boulardii que sugere 1x10° UFC/g e do Enterogermina® 5 mL contém 2x10° esporos
de B. clausii. Entretanto, em 1 mL se tem 4x10°% resultados estes que foram
coerentes com 0s observados nos testes realizados. O produto Biovicerin®
apresentou um quantitativo de enddsporos de B. cereus que se manteve constante
apresentando a concentracédo de 10° este nimero também esta de acordo com o
niimero de células informado pelo fabricante (10%/mL). Por outro lado, os resultados
observados com o probiético Florax® indicaram concentragéo de 10*/mL que foram
todas abaixo daquela informada pelo fabricante, o qual indica que existem 50
milhdes de células de S. cerevisiae para cada mL do produto, ou seja, 5x10’ UFC
para 1 mL (Tabela 1).

Em todas as trés etapas nas quais as diluicdes foram repetidas o probidtico
Florax® n&o apresentou crescimento nas diluicdes entre 10 e 10 mesmo tendo

sido ultrapassado o tempo indicado para o crescimento dos microrganismos. Uma
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possivel explicacdo pode ter sido algum erro de fabricagédo levando ao aparecimento
de UFC apenas na diluicdo de 10 (Figura 2 B).

Outra possibilidade para o baixo crescimento do Florax® pode esta
relacionada a viabilidade das células de S. cerevisae, pois 0s probiéticos possuem
funcBes importantissimas que sdo desempenhadas normalmente quando chegam
ao seu local de acéo, e, para sua eficacia € importante que eles estejam vidveis e
para isto a quantidade minima exigida é de 10° UFC/mL ou grama (KECHAGIA et
al., 2013). As quantificacdes realizadas no trabalho de Bastos et al., (2015) a fim de
confirmar se os probioticos estavam dentro dos requisitos esperados, mostraram que
eles atendiam as exigéncias quanto a quantidade viavel de microrganismos, no
entanto estes autores cultivaram os probiéticos em caldo YPG (1% Extrato de
levedura - HIMEDIA, 2% Peptona - HIMEDIA, 2% Glicose, 2% Agar - HIMEDIA), a
28°C sob agitacdo. Segundo a ANVISA (2018) a quantidade minima de células
vidveis deve ser de 10® a 10° UFC, no entanto, valores abaixo destes podem ser
aceitos desde que a empresa responsavel comprove a eficacia dos probidticos.

A observacao microscépica de cada probiotico pode ser observada na figura

Figura 3: Placas de Petri com crescimento dos probiéticos em diferentes dilui¢cdes.
(A) Floratil® — 10°®, (B) Florax® — 102, meio agar Sabouraud; (C) Biovicerin® — 10
(D) Enterogermina® — 10°, meio agar nutriente.
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Figura 4: Microscopia dos probiéticos em coloragéo de Gram. (A) Floratil® células
de Saccharomyces boulardii; (B) Florax® células de Saccharomyces cerevisiae; (C)
Biovicerin® células de Bacillus cereus; (D) Enterogermina® células de Bacillus
clausii; (E) células de Lactobacillus sp. (x100, em 6leo de imerséo).
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4.2 Atividade Antimicrobiana dos probioticos

Neste estudo, os probidticos Florax® e Floratil® (S. cerevisiae e S. boulardii),
Biovicerin® e Enterogermina® (B. cereus e B. clausii) e Lactobacillus sp. (produto
Isis®) ndo apresentaram atividade antimicrobiana nas duas condi¢cdes de
crescimento em meio sélido (Figura 4) e liquido (Figura 5 e 6) frente as
enterobactérias testadas. Em meio solido, os probidticos apresentaram o6timo
crescimento tanto em agar Sabouraud como em agar nutriente, contudo, 0s mesmos
nao conseguiram propiciar a liberacdo de compostos antimicrobianos a ponto de
haver a formacédo de halo de inibicdo. Nas condicbes de meio liquido os probiéticos
fungicos apresentaram bastante emulsdo, ao contrario daqueles formados por
bactérias, entretanto, o extrato bruto de ambos, crescidos no caldo Sabouraud e
caldo Nutriente também ndo levou a atividade antimicrobiana frente as

enterobactérias (Figura 5 e 6).

Figura 5: Teste de atividade antimicrobiana, em Mueller Hinton, com probiéticos
crescidos em meio solido frente a enterobactérias (A) E. coli, (B) Salmonella sp. (C)
Klebsiella sp. (D) Citrobacter freundii. 1, 2, 3, 4 = Floratil® (Saccharomyces
boulardii), Florax® (Saccharomyces cerevisiae), Biovicerin® (Bacillus cereus) e
Enterogermina® (Bacillus clausii) respectivamente.
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Figura 6: Teste de atividade antimicrobiana, em Mueller Hinton, com os probidticos
crescidos em meio liquido, frente a enterobactérias (A) E. coli (B) Salmonella sp. (C)
Klebsiella sp. (D). Citrobacter freundii. 1 e 2= Floratil® (Saccharomyces boulardii) e
Florax® (Saccharomyces cerevisiae) respectivamente.

Figura 7: Teste de atividade antimicrobiana dos probiéticos em Mueller Hinton com
probiéticos crescidos em meio liquido frente a enterobactérias. (A) Escherichia coli;
(B) Salmonella sp. (C) Klebsiella sp.; (D). Citrobacter freundii. 3 e 4= Biovicerin®
(Bacillus cereus) e Enterogermina® (Bacillus clausii) respectivamente.
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Como ja se sabe, os probidticos sdo microrganismos vivos capazes de trazer
beneficios ao corpo humano, especialmente no ambiente gastrointestinal, a partir da
producdo de compostos antimicrobianos metabolizados pelos mesmos ou induzindo
células de defesa que agem inibindo agentes patégenos oportunistas que podem
causar algum tipo de desequilibrio naquele ambiente (KERRY et al., 2018). Ainda de
acordo com esses autores, sabe-se também que o0s microrganismos probioticos
atuam na modulacdo do sistema inume contribuindo para maior estimulo das células
de defesa e na diminuicdo de diversas infeccdes. Eles também sdo muito utilizados
como alimentos funcionais os quais conferem manutengdo da microbiota intestinal
bem como a prevencédo de doengas, mantendo bom desenvolvimento dos processos
fisiologicos (OLIVEIRA et al, 2017).

Apesar de todos os beneficios que sédo relatados em pesquisas com
probioticos, algumas suposicdes foram levantadas com o intuito de entender os
resultados obtidos neste trabalho. Por exemplo, na metodologia deste trabalho, o
crescimento dos microrganismos foi baseado no cultivo em meios de cultura
convencionais (Agar ou caldo nutriente e Agar ou caldo Sabouraud). As
caracteristicas nutricionais destes meios podem nao ter favorecido a producdo de
metabdlitos secundarios dos probiéticos (ROUSSEL et al. 2018). Além disso, em
nenhuma das situacdes os probidticos foram submetidos a condi¢cdes de
anaerobiose, uma vez que algumas das substancias produzidas pelos
microrganismos probidticos ocorre a partir de processos fermentativos, ou seja, na
auséncia de oxigénio (HALDER et al., (2017).

O ambiente intestinal por sua vez se assemelha a essa situag&o por ter baixo
teor de oxigénio dessa forma ha maior possibilidade da producdo de metabdlitos
com atividade antimicrobiana, condicfes totalmente diferentes das utilizadas neste
trabalho. Por exemplo, Roussel et al., (2018), mostraram que a levedura
Saccharomyces cerevisiae teve atividade antimicrobiana frente a cepas de
Escherichia coli patogénica, utilizando o meio de cultura Agar Luria Bertani (LB) para
0 crescimento bacteriano, e Agar Sabouraud para o crescimento da levedura, no
entanto, antes de realizar a inoculacdo o autor suspendeu a mesma em solucao
salina e em seguida inoculou-a no meio soélido, a atividade foi observada a partir do
co-cultivo da levedura e da bactéria em caldo LB a 37°C. Resultado semelhante

também foi obtido por WU et al.(2014) que conseguiram atividade satisfatéria de S.
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cerevisiae e S. boulardii, quando inoculadas no meio YPD (Yeast Extract, Peptona,
Dextrose) frente a Salmonella enteriditis inoculadas em Brain Heart Infusion (BHI),
esse experimento ocorreu “in vivo” utilizando ratos com 21 dias de nascido. Ja a
pesquisa de Altarugio (2016) utilizou cepas de Lactobacillus sp. cultivados em caldo
DeMan-Rugosa-Sharpe (MRS) e em seguida em Agar MRS em condi¢cbes de
anaerobiose por 48 horas e dessa forma conseguiu a inibicdo significativa do
crescimento da Salmonella heidelberg. Resultado similar foi obtido quando
apresentou a atividade antibacteriana do probiotico Lactobacillus spp. provenientes
de coalhadas comerciais quando cultivadas em Caldo de MRS e em Agar MRS
frente a E. coli e Salmonella enterica (HALDER et al., 2017).

Dessa forma, pode-se sugerir que os meios de crescimento utilizados no
nosso trabalho n&o foram especificos o suficiente a ponto de proporcionar resultados
positivos quando comparados aos trabalhos citados, uma vez que nestes foram
usados meios de cultura mais especificos. Além desse fator, temos também a
auséncia das condicdes de disponibilidade de oxigénio, onde ndo foram utilizadas
condicBes anaerdbias de crescimento. Esses dois fatores podem ter contribuido,
levando a uma menor chance da expressdao e producdo de substancias
antimicrobianas metabolizadas pelos microrganismos presentes nos probi6ticos
testados.

Outro fator que esta ligado a disponibilidade de oxigénio, é o pH do meio, que
pode nao ter sido favoravel para a liberacdo de antimicrobianos, uma vez que os
testes ndo ocorreram em anaerobiose, o pH do meio pode ter ficado alcalino demais
e em alguns casos para a inibicdo de algum patégeno é necessario a producao de
algum acido pelo probiético no meio, onde a bactéria patdégena esta inserida. O
probidtico para ser caracterizado como tal, deve ser resistente a condicfes acidas
do meio (YERLIKAYA, 2014).

Quando os microrganismos se encontram em um ambiente com baixo teor de
oxigénio a probabilidade do meio tornar-se acido € muito maior, pois para garantir a
sobrevivéncia, os mesmos realizam fermentacdo que pode ser de origem latica,
alcoolica, entre outras. Normalmente o tipo de fermentacédo depende muito do tipo
de microrganismo e a liberacdo desses acidos no meio, contribui para o nao
crescimento de microrganismos possivelmente patdégenos (WILLIS, 2017). Halder et

al., (2017) em suas pesquisas, antes de realizar seus testes antimicrobianos
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avaliaram o potencial dos probidticos em condi¢des totalmente &cidas ou seja, sem
a presenca de oxigénio e devido a isso os autores conseguiram obter melhores
resultados sob o carater inibitério de Lactobacillus sp. frente a bactérias patégenas
incluindo Escherichia coli e Salmonella enterica sorotipo Typhi. O trabalho que Wang
et al., 2018, realizaram, também obteve seus melhores resultados cultivando
Lactobacillus plantarum em condicfes de baixo oxigénio que ocasionou na producao
de &cido latico a partir da fermentacdo dos probidticos inibindo o crescimento de E.
coli enteroxigénica. Diante disso, 0s testes realizados neste trabalho sob condigbes
de aerobiose podem ndo ter possibilitado a producdo de substancias
antimicrobianas dos probiéticos frente as enterobactérias. Em contrapartida, as
condicBes anaerobia, ou seja pH acido, facilitaria o processo de fermentacéao latica
pelos Lactobacillus sp. e fermentacdo alcodlica pelas leveduras obtendo resultados
diferentes do que ocorreu neste trabalho.

Outra suposicédo para nédo observagdo da atividade antimicrobiana seria de
que, no lugar de inibir, o probidtico poderia estar favorecendo o crescimento
bacteriano, uma vez que as enterobactérias testadas foram isoladas de moscas
domésticas, ou seja, ndo estavam causando doencas. Nos resultados constatados
por Guardiola et al, (2017) péde-se observar que o uso do probiético Lactobacillus
sp estimulou o crescimento de cepas bacterianas ndo patdgena de E. coli, testadas
por eles. Outros autores também discutem que os probidticos influenciam no
crescimento de bactérias de carater ndo patdgeno. Teoricamente, se 0s probioticos
nao reconhecem um microrganismo como patdgeno, ele ndo sera induzido a liberar
substancias antimicrobianas, pelo contrario ele favorecerd& o crescimento do
microrganismo ja que este ndo esta causando doenca (GAO et al., 2016).

Por outro lado, muitas referéncias apontam que pesquisadores ao realizarem
testes antimicrobiano com probidticos, normalmente utilizam bactérias que
apresentam carater patégeno, as quais sdo isoladas de locais onde estariam
causando doenca ou infeccdo ou até mesmo selecionam tipos selvagens de
bactérias para realizar seus testes. Por exemplo, Roussel et al., (2018) utilizaram
cepas enteroxigénicas de E. coli isoladas de paciente portador de sindrome de
cOlera e ainda cepas selvagens dessas bactérias. Ja, Helder et al., 2017 usaram em
seus testes enterobactérias (E. coli, Salmonella enteridis, Klebsiella pneumoniae e

Proteus wvulgaris) causadoras de doencas em humanos. Entretanto, as
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enterobactérias usadas no presente estudo ndo eram causadoras de doencas,
dessa forma os probioticos ndo as reconheceram como agentes patégenos e devido
a isso ter estimulado o crescimento bacteriano ao invés de inibi-las. O probiético em
sua funcdo ajuda a controlar as populacdes bacterianas para que elas ndo figuem
em maior vantagem comparados a eles, para isso, 0s probioticos competem por
sitios de ligagdo na mucosa intestinal, libera substéncias acidas ou até mesmo
estimula o sistema imunoldgico a liberar substancias de defesa contra tal patdgeno
(KERRY et al., 2018).

A quarta suposi¢do sugere o modo de acdo dos probidticos, a qual propde
que para haver um efeito antibacteriano nédo precisa ser necessariamente por meio
da producdo de compostos especificos, mas, além disso, por meio da acéo indireta,
in vivo como, a competicdo por nutrientes e locais de adesao, acidificacdo do meio
com a producdo de acido latico, acético, graxo, entre outros, e pelo estimulo do
sistema imunolégico a liberar substancias inibitérias contra o agente patégeno. O
ambiente in vitro é completamente diferente de um ambiente in vivo, pois o0s
processos ocorrentes no trato gastrointestinal séo realizados por meio de conjunto
de fatores que implicam na resposta imunologica ou de defesa contra os invasores.
Simular essas condi¢cdes em um sistema in vitro torna-se complicado e mesmo com
tais simulacdes o resultado da acdo probidtica ndo € totalmente igual ao que
acontece no sistema in vivo.

O uso de probidticos tem aumentado na tentativa da reducdo o uso de
antibiéticos, pois os mesmos acabam comprometendo o trato gastrointestinal
quando usados frequentemente, selecionando bactérias resistentes e tornando
maior as chances de uma possivel disbiose no ambiente intestinal, deixando-o
vulneravel a possiveis doencas (SORNPLANG e PIYADEATSOONTORN, 2016).
Tendo em vista que a ingestdo de probiéticos pode contribuir na exclusdo de
patbgenos oportunistas, bem como modular o intestino e controlar a acdo dos
mesmos de diferentes modos e situagdes, os probidticos tém sido utilizados como
uma melhor alternativa no controle de disttrbios intestinais (ARQUES et al., 2015).

A acdo antagonica dos probidticos ocorre em diferentes situagcdes, por meio
da competicdo por sitios de adesdo e fator nutricional na formacédo de barreira
intestinal contra patdégenos, secre¢cdo de substancias antimicrobianas e

imunomodulacdo (WAN et al., 2018). Uma das caracteristicas cruciais dos
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probidticos é deixar o ambiente intestinal bacteriostatico, ou seja, equilibrar a
quantidade de bactérias ndo as deixando sobressair a eles (BUJALANCE et al,
2014). De acordo com Dimidi et al. (2017) o sistema imune mantém sua boa
regulacdo com ajuda do efeito benéfico produzido pelos probidticos, devido aos
mesmos propiciar estimulos de reacdes de defesa fortalecendo o proprio sistema
contra invasores. Outras pesquisas também afirmam que por causa das doencas
gastrointestinais provocadas pela desregulacdo do sistema imune, predisposi¢ao
genética, disbiose, desempenho das fungdes, disfuncdo da barreira intestinal ou até
mesmo doengas como a de Cronh, quando s&o realizados tratamentos associados
com os probiédticos se observa melhor desempenho das funcgdes intestinais, sabendo
gue em doencas mais graves 0s probioticos apenas ajudam a controlar a fim de
evitar o agravo da mesma (THOMAS, et al., 2015). O trabalho de Bratz et al., (2015)
demonstra a acdo antimicrobiana de Lactobacillus sp., por meio da producédo de
acidos organicos interferindo no pH do meio deixando-o mais &cido e inibindo o
crescimento das bactérias patdgenas testadas. No mesmo sentido, SAKARYA e
GUNAY (2014) mostraram que probidticos associados no tratamento de Ulceras
estomacais provocadas por Helicobacter pylori competem por sitios de ligacdo em
células epiteliais especificos limitando a adesdo de H. pylori. Como citado
anteriormente, os probidticos conseguem agir de diferentes maneiras dependendo
da situacéo onde esteja.

Por fim, a dltima suposicdo para a ndo ocorréncia da atividade
antimicrobiana nos testes realizados, seria a resisténcia das enterobactérias aos
probiéticos. Mesmo que esses produtos estivessem produzindo algum composto
antimicrobiano provavelmente eles ndo estariam conseguindo combater o
crescimento destas bactérias devido a tal resisténcia, pois as enterobactérias
apresentaram um Otimo crescimento durante os testes, além disso, E. coli,
Salmonella sp., Klebsiella sp e Citrobacter freundii apresentaram resisténcia a
antibioticos convencionais testadas no trabalho de Barros, (2018). Acredita-se que a
resisténcia bacteriana tem se tornado uma das grandes preocupacfes em todo o
mundo, tendo sido vista como uma das grandes ameacas a existéncia humana por
causa das altas taxas de mortalidade principalmente em ambiente hospitalar
(CARVALHAES, 2016).

47


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bratz%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25876276
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bratz%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25876276
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sakarya%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24628732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gunay%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24628732

Partindo disso, algumas enterobactérias (Enterobacteriaceae) muito
conhecidas por apresentarem um alto grau de viruléncia e/ou patogenicidade
tornando-as bactérias extremamente resistentes a antimicrobianos especialmente a
certas classes de antibidticos, por terem a capacidade de produzir diferentes tipos
de toxinas e enzimas responsaveis pela sua resisténcia, além disso, outras
caracteristicas que também as ajudam no seu fator de resisténcia é a presenca de
capsulas e/ou flagelos (SOARES, et al., 2016). Uma das principais razbes dessa
resisténcia se deve ao uso frequente, precoce e excessivo de antibiéticos ha muito
tempo atras (LOUREIRO et al., 2016). Ainda de acordo com esses autores, em suas
pesquisas, pbde-se observar que E. coli e Klebsiella peneumoniae apresentam
menor grau de suscetibilidade a compostos antimicrobianos.

Estudos realizados por Silva (2016) mostrou a resisténcia bacteriana de E.
coli frente a antibidticos convencionais neomicina ,ampicilina, gentamicina,
penicilina, cefalexina e tetraciclina. Ja no trabalho de Soares et al., (2016) as
enterobactérias apresentaram multirresisténcia a antibiéticos em especial a E. coli. A
pesquisa de Flores et al., (2016) ressalta que as enzimas beta-lactamases
produzidas pelo género Klebsiella € o seu principal mecanismo de resisténcia contra
a classe de antibidticos betalactamicos como cefalosporinas, penicilinas,
carbapenemes e cefamicinas, além deste as estipes de K. pneumoniae mais
conhecidas como KPC, possuem genes que conseguem produzir a enzima
carbapenemase conseguindo ser resistente também a outra classe de antibioticos,
0s cabapenémicos, considerados de Ultima geracao.

Outras bactérias como E. coli, Citrobacter sp. e Salmonella sp., dentre outras
bactérias, também s&o produtoras desta enzima. A enzima Cefotaximases tem sido
muito econtrada em cepas de Salmonella enterica como também em E. coli, ou seja,
mais um fator que contribui para a resisténcia dessas enterobactérias contra
antimicrobianos (MAMZA, et al., 2016). Além disso, também j& pode ser visto a
resisténcia das enterobactérias fluoroquinolonas, aminoglicosideos e as polimixinas
pertencentes a um grupo mais recente de antimicrobianos (CARVALHAES, 2016).

Devido a capacidade dessas bactérias de produzir diferentes enzimas, o
combate a elas se torna uma tarefa bem dificil e por isso a importancia de buscar
novas opc¢des de combater a atividade destas bactérias principalmente com o uso de

probiéticos que nos tem sido uma arma fundamental na prevencdo de desordens
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intestinais na restauracao da mesma, causado por essas bactérias, além de também
atuar na medicina contra diversas patologias como alguns tipos de cancer e doengas
autoimune (OLIVEIRA, et al. 2017).

Por isso alguns trabalhos como de Liu et al, (2016) comprovou que a
ingestdo de probidticos provenientes da engenharia genética no combate da
diabetes mellitus tipo 1 conferiu melhores resultados na prevencéo da hiperglicemia,
aumento das reacdes imunes e melhorar a tolerancia a glicose em animais. O
trabalho de Yu e Li et al, (2016) também explana que a aplicacdo clinica de
probiéticos que conseguiriam diminuir a inflamacdo apos a operacdo de pacientes
com cancer, além disso, eles também apresentam propriedades antiproliferativas em
células cancerigenas.

Com isso, nota-se que o papel exercido pela microbiota em animais e
humanos € de fundamental importancia para a melhor qualidade de vida do
hospedeiro, conferindo efeitos protetores contra problemas cardiacos,
carcinogénicos, reacfes anti-inflamatoérias, alérgicas bem como outros beneficios
(GAO et al., 2016).

5. CONCLUSOES

Nas condi¢cbes em que o trabalho foi desenvolvido, conclui-se que:

- Os probidticos semeados em &gar Sabouraud e agar nutriente apresentaram
crescimento para contagem de Unidades Formadoras de Colbnia;

- Floratil®, Biovicerin® e Enterogermina® tinham quantitativo de células indicadas
pelo fabricante;

- Florax® apresentou contagem de células inferior a estabelecida pelo fabricante;

- Todos os probidticos tinham células de bactérias e fungos de acordo com o
produto;

- Os probidticos ndo apresentaram atividade antimicrobina contra Escherichia coli,

Salmonella sp., Klesbhisiella sp. e Citrobacter freundii.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A Ciéncia esta em constante mudanca e a microbiologia é uma area que
apresenta grande complexidade em relacéo a interacdo dos microrganismos entre Si
e com o0 ambiente em que se encontram. O estudo com probioticos, para diversos
fins, € um ramo que vem sendo bastante explorado e apresentando resultados
promissores em diversas areas. Diante desse cenario, € indispensavel a prospeccao
desse tipo de produto no que se refere a inovagdo, comprovacdo e continuagao

progressiva do uso de probioticos tanto na satde humana como na animal.
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