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Avaliacdo do potencial probiotico de bactérias laticas provenientes do
cacau contra Escherichia coli K88"

RESUMO

Nos sistemas de producdo de suinos tem-se como periodo mais critico o
desmame, devido a adaptacéo dos leitdes a racdo solida, separacdo da mae,
perda da integridade intestinal e queda da imunidade dos animais. Estes
fatores podem refletir em aumento da quantidade de bactérias
enteropatogénicas, dentre elas a Escherichia Coli K88*. Os probidticos s&o
bactérias que, em quantidades satisfatorias, desempenham func¢des benéficas
ao hospedeiro, sendo entdo uma possivel alternativa para os sistemas de
producgdo. Diante disso, pretendeu-se avaliar a atividade antimicrobiana das
bactérias laticas derivadas da fermentacdo da améndoa do cacau (Theobroma
cacao), contra a E. coli K88*. Foram avaliados os parametros referentes a
capacidade probidtica e citotoxicidade dos lactobacilos frente as células de
linhagem intestinal HT-29, autoagregacdo entre lactobacilos e coagregacao
destes com E. coli K88" e o papel dos sobrenadantes destes lactobacilos sobre
a viabilidade da E. coli K88" e sobre a formagéo de biofilme. O experimento foi
realizado apds a avaliacdo de citotoxicidade das cepas de Lactobacillus spp.,
obtidos da fermentacdo do cacau, e em associacdo a esta etapa, foi feito o
cultivo dos lactobacilos e da E. coli K88", assim como producdo do
sobrenadante para a realizacdo dos testes definidos no experimento. O teste
de viabilidade foi realizado para se obter uma concentracdo ideal de
lactobacilos que ndo causasse danos as células HT-29. A avaliacdo da
autoagregacdo e da coagregacdao foi realizada com 24h de interacdo entre os
lactobacilos e a E. coli K88" e posterior mensuragdo, assim como para a
formacdo do biofilme, com posterior leitura em espectrofotometro. Para a
avaliacdo da atividade antimicrobiana, foi realizado o plaqueamento em meio
agar Mueller Hinton. O ensaio de co-cultura foi realizado para verificar se houve
interferéncia ou ndo sobre o crescimento da E. coli K88 pelos lactobacilos. Os
sobrenadantes de Lactobacillus fermentum 5.2, Lactobacillus plantarum 6.2 e
7.1 ndo foram capazes de exercer atividade litica sobre a bactéria estudada,
uma vez que nao demonstraram efeito sobre a viabilidade da bactéria.
Entretanto, o teste com os sobrenadantes demonstrou efeito, diminuindo a
formac&o de biofilme em E . coli K88", sendo que os lactobacilos foram habeis
em coagregar com a cepa de Escherichia coli K88 in vitro. Esses dados
identificam propriedades probidticas desejaveis das cepas de lactobacilos,
através da coagregacdo com E. coli K88", além de identificar propriedade
antibiofilme desta bactéria no sobrenadante dos L. plantarum e L. fermentum.
Tais resultados mostram a possibilidade de uso destas bactérias em produtos
para limpeza e higienizag¢éo de instalacdes de suinos.

Palavras-chave: Bactérias enteropatogénicas, lactobacilos, microbiologia, suinocultura.



Evaluation of the probiotic potential of lactic acid bacteria against

Escherichia coli K88"

ABSTRACT
In pig production systems, the most critical period is weaning, due to the
adaptation of the piglets to the solid feed, separation of the mother, loss of
intestinal integrity and immunity of the animals. These factors may reflect an
increase in the amount of enteropathogenic bacteria, among them Escherichia
coli K88". Probiotics are bacteria that, in satisfactory quantities, perform
beneficial functions to the host, being then a possible alternative to the
production systems. Therefore, it was intended to evaluate the antimicrobial
activity of lactic bacteria derived from the fermentation of the cocoa bean
(Theobroma cacao) against E. coli K88". The parameters related to the
probiotic capacity and cytotoxicity of lactobacilli against HT-29 intestinal lineage,
autoaggregation between lactobacilli and their coaggregation with E. coli K88"
and the role of lactobacilli supernatants on the viability of E. coli K88" and on
biofilm formation. The experiment was carried out after the evaluation of the
cytotoxicity of the strains of Lactobacillus spp., obtained from the cocoa
fermentation, and in association with this stage the lactobacilli and the E. coli
K88" were cultured, as well as the production of the supernatant for the
accomplishment of the tests defined in the experiment. The viability test was
performed to obtain an ideal concentration of lactobacilli that did not cause
damage to HT-29 cells. The evaluation of self-aggregation and coaggregation
was performed with 24h interaction between lactobacilli and E. coli K88" and
subsequent measurement, as well as biofilm formation, with subsequent
spectrophotometer reading. For the evaluation of antimicrobial activity, plating
was performed in Mueller Hinton agar medium. The co-culture assay was
performed to verify whether or not there was interference on the growth of E.
coli K88" by lactobacilli. The supernatants of Lactobacillus fermentum 5.2,
Lactobacillus plantarum 6.2 and 7.1 were not able to exert lytic activity on the
bacteria studied, since they did not show any effect on the viability of the
bacteria. However, the test with the supernatants showed an effect, decreasing
the biofilm formation in E. coli K88", and the lactobacili were able to
coaggregate with the Escherichia coli K88" strain in vitro. These data identify



desirable probiotic properties of lactobacilli strains through coaggregation with
E. coli K88", in addition to identifying the antibiofilm property of this bacterium in
the supernatant of L. plantarum and L. fermentum. These results show the
possibility of using these bacteria in products for cleaning and sanitizing of pig

installations.

Key-words: Enteropathogenic bacteria, lactobacilli, microbiology, swine culture.
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1. INTRODUCAO

Em decorréncia da legislagdo que tem limitado o uso de antibi6ticos nos
sistemas de producdo animal tem-se aumentado a busca por produtos
alternativos que venham a desempenhar funcdes benéficas no organismo dos
animais, melhorando os indices zootécnicos. Dentre essas alternativas, estao
as bactérias probidticas.

As bactérias probidticas sdo micro-organismos presentes na microbiota
comum intestinal ou advindas de fontes externas, que podem ser inseridas na
dieta de humanos e animais promovendo, principalmente, melhora da saude
intestinal.

Diante da premissa de alimentos alternativos e com o crescimento do
mercado para produtos naturais, ha grande incentivo na busca por outras
fontes de nutrientes, assim como outras fontes de micro-organismos, visto que,
na sua grande maioria, as bactérias probidticas sdo obtidas de fontes animal ou
humana. Dentre essas fontes naturais, estdo os vegetais e produtos advindos
da fermentacdo.

O processo de fermentagdo do cacau € feito por varios micro-
organismos, sendo destacadas as bactérias &cido-laticas, sendo ja
identificadas algumas espécies de Lactobacillus responsaveis por esse
processo fermentativo.

No presente trabalho serdo estudados os efeitos de lactobacilos
oriundos da fermentacdo do cacau contra a bactéria Escherichia coli K88,
comum ao trato gastrintestinal de suinos. Para tal, foi utilizado como modelo in
vitro as células da linhagem intestinal humana HT-29, devido a proximidade
genética entre suinos e os seres humanos. O cultivo celular é uma alternativa
viavel devido ao controle ambiental, homogeneidade amostral quando
comparamos com animais de experimentacdo, e também pelo menor custo
quando comparado com pesquisas in vivo. Além disso, testes preliminares de
identificacdo de possiveis efeitos destes lactobacilos é de fundamental
importancia para justificar sua aplicabilidade na producdo animal, mais
especificamente, de leitdes recém-desmamados. Para tal, o presente estudo

visa avaliar a acdo probidtica de Lactobacillus, advindos da fermentacédo do
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cacau fino, frente a Escherichia coli K88", bactéria causadora de grandes

prejuizos para leitdes no pés-desmame.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.PROBIOTICOS

Os probidticos, termo de origem grega que significa “para vida”, foram
definidos por Lilly e Stillwell (1965) como compostos ou extratos teciduais com
capacidade de estimular o crescimento microbiano. Parker (1974) denominou
probidticos como substancias suplementares que colaboravam para o equilibrio
da microbiota intestinal. Ja Fuller (1989) definiu os probi6ticos como micro-
organismos Vvivos que, ao serem adicionados em alimentos, poderiam
promover efeitos benéficos ao hospedeiro, favorecendo o equilibrio microbiano
a nivel intestinal. Entretanto, a definicAo mais concreta e mais adaptada a
realidade do termo, foi dada pela Food and Agriculture Organization/World
Health Organization FAO/WHO, em 2002, definindo probidticos como micro-
organismos vivos que, administrados em quantidade ideal, promovem
beneficios ao hospedeiro.

Para que um micro-organismo seja utilizado como probiético, alguns
fatores precisam ser observados como: a passagem pelo estbmago, primeira
barreira fisica e quimica no percurso até o sitio de acdo dos micro-organismos,
devido ao baixo pH (Charteris et al., 1998; Rolfe, 2000); a bile, pois se trata de
uma secrecdo digestiva, que emulsifica e solubiliza lipideos, afetando
diretamente os fosfolipideos e proteinas existentes na membrana celular
(Santos, 2010); e as enzimas pancreaticas, que também interferem na
colonizacé@o dos micro-organismos, devido a solubilizacdo de lipideos, afetando
diretamente a membrana celular (Todorov et al., 2009). Além disso, 0 micro-
organismo precisa ter boa capacidade de adesédo ao epitélio intestinal para que
haja boa resisténcia ao transito peristaltico, beneficiando o processo de
colonizagdo (Santos, 2010). Somado a isso, ndo podem ser patogénicos e
precisam apresentar resisténcia aos processos de fabricacdo de racéo,
mantendo sua viabilidade (Lin et al., 2006).

A maneira como agem no meio intestinal ainda ndo é bem esclarecida,

entretanto, sabe-se que o0s probidticos produzem bacteriocinas e &acidos
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organicos, competem com a microbiota patogénica pelos sitios de adesédo e
nutrientes e sintetizam metabdlitos que criam um ambiente desfavoravel ao
crescimento de organismos patogénicos, impedindo assim a sua proliferacéo
(Mcnaught et al., 2001; Chen & Walker, 2005; Lange, 2005; Chen et al., 2006;
Parvez et al., 2006; Araujo et al., 2007; Ng et al., 2009; Nogueira; Goncalves,
2011). Entretanto, esses efeitos benéficos parecem ser dose dependente e
estdo ligados, por exemplo, a supressdao da microbiota patogénica, boa
capacidade de colonizacédo do trato gastrintestinal, e alta taxa de crescimento
mesmo diante de baixas exigéncias nutricionais (Lange, et al. 2010). Portanto,
a melhora da saude intestinal pode estar ligada diretamente com a quantidade
e cepas presentes neste sitio. Dentre essas bactérias podemos citar 0s
Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp. (Rolfe, 2000).

Segundo Nurmi & Rantala (1973), a aptiddo dessas bactérias pela
protecdo intestinal é conhecida como exclusdo competitiva. Esses autores
foram uns dos primeiros a descrever tal aptiddo, ao proporem uma
experimentacdo em que o conteudo do limen intestinal de aves adultas,
previamente resistentes a infeccdo por Salmonella spp., fosse administrado em
aves com um dia de vida, sendo possivel observar uma resisténcia adquirida
por estas aves ap6s um periodo de tratamento.

Alguns estudos demonstram que as bactérias acido-laticas podem ser
utilizadas como probidticos em seres humanos e animais devido as suas
propriedades capazes de auxiliar na saude e bem-estar dos consumidores,
havendo necessidade de uma avaliacdo prévia destes micro-organismos, no
gue se refere as suas caracteristicas como capacidade de adesao, resisténcia
as barreiras fisicas do trato gastrintestinal e resisténcia ao pH (Rolfe, 2000;
Chen et al.,, 2006). Outros mecanismos de acdo estariam relacionados a
competicdo pelos sitios de adesdo e pelos nutrientes com a microbiota
patogénica (Ng et al.,, 2009); a modulacdo do sistema imune, através da
interacdo com receptores das células epiteliais (Parvez et al., 2006), e redugéo
dos danos teciduais causados por doencas entéricas (Lenoir-Wijnkoop et al.,
2007).

Segundo Lenoir-Wijnkoop et al. (2007), os probidticos possuem a
capacidade de evitar ou reduzir o tempo de diarreia, diminuindo os danos

teciduais causados pela doenca entérica. A suplementacdo das dietas pela
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utilizacao de agentes microbianos baseia-se na simbiose, com a associagao de
organismos superiores com a microbiota bacteriana, promovendo beneficios a
ambos (Pedroso, 2003; Araujo et al., 2007).

Existe, portanto, um grande interesse por parte dos setores industriais e
de pesquisa, na busca por micro-organismos capazes de ofertar efeitos
benéficos a saude animal, com menores riscos para o consumidor final (Kumar
et al. 2015). Estes micro-organismos, quando adicionados em quantidades
ideais na racdo animal, podem promover melhora nos indices zootécnicos, com
inibicdo de micro-organismos patogénicos, estimulacdo do sistema imune e
evitar ou reduzir a sintese de compostos toxicos (Lépez, 2000; Silva e
Nornberg, 2003).

2.2.PRINCIPAIS  MICRO-ORGANISMOS PROBIOTICOS E SUAS
CARACTERISTICAS

Existem varios micro-organismos que possuem caracteristicas
probidticas. As mais utilizadas sédo as bactérias dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium, j& possuindo estas um historico de seguridade (Carvalho et al.,
2012). Entretanto, existem outros géneros capazes de promover efeitos
benéficos, como: Lactococcus spp., Enterococcus spp., e o fungo
Saccharomyces cerevisae, entre outras (Carvalho et al.,, 2012; Sivieri et al.,
2013).

Na microbiota intestinal comum de humanos e animais, é possivel
encontrar os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, sendo sua prevaléncia
superior a de outras bactérias, quando se trata de individuo sadio (Oliveira, et
al., 2017). Um grande representante desses grupos é Lactobacillus acidophilus,
que é muito utilizado por empresas de alimentos na confec¢do de produtos
com propriedades probidticas, pois esse género degrada uma série de
acucares, como frutose, galactose, glicose, lactose, maltose, entre outros
(Raizel, et al., 2011).

Os lactobacilos e as bifidobactérias possuem as caracteristicas
desejaveis para uso como probidticos, desde a producdo de compostos
organicos advindos dos processos fermentativos, como acido acético, acido
lactico e peroxido de hidrogénio que diminuem o pH intestinal, até as

bacteriocinas que por sua vez auxiliam na destruicdo de micro-organismos
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indesejaveis pela inibicdo de sua proliferacdo, além de reduzirem danos
epiteliais (Morais, Jacob, 2006). Como outra forma de controle de enfermidades
causadas por micro-organismos, 0s lactobacilos competem com esses
patdgenos por nutrientes, o que justifica sua presenca ao longo de todo o cdélon
e intestino delgado (Chen, Walker, 2005). Algumas bactérias probidticas
auxiliam na permeabilidade intestinal. Por exemplo, quando ocorre algum
distarbio na microbiota, ha uma reducgéo na seletividade intestinal, contribuindo
para a passagem de macromoléculas, sendo esta sindrome conhecida como
‘leaky gut’ (Nogueira, Gongalves, 2011). Os probioticos reforcam as juncdes
intercelulares no trato gastrintestinal, reduzindo o extravazamento intestinal,
aumentando a seletividade da membrana e diminuindo a passagem de
macromoléculas para o interior das células, sendo importantes até pela
reducado de possiveis patdgenos intracelulares (Baumgart, Dignass, 2002).
Finalmente, existe uma grande relacdo entre a salde intestinal e a
resposta imunoldgica. Apesar de ndo estar totalmente elucidado, sabe-se que
bactérias probioticas tém efeito imunorregulatério tanto em animais quanto em
humanos (Oliveira, et al., 2017). Ocorre estimulo para a producéo de IgA pelos
linfécitos B e aumento da atividade fagocitica de macréfagos, o que sugere
uma acao sistémica desencadeada pela secrecao de mediadores estimulantes

do sistema imune (Coppola, Turnes, 2004).

2.3.A FERMENTAQAO DO CACAU COMO FONTE DE BACTERIAS COM
POTENCIAL PROBIOTICO

O cacaueiro (Theobroma cacao) possui origem provavel na Bacia
Amazobnica e é cultivada em muitas regides tropicais do mundo. A importancia
do seu cultivo estd ligada ao aproveitamento de suas sementes, também
chamadas de améndoas para producao de derivados de cacau, tendo como
principal produto o chocolate (Alves, 2002).

Para a regido de Ilhéus, o cacau € um fruto de extrema importancia,
culturalmente e economicamente. Durante muitos anos o fruto foi responsavel
pelo crescimento socioecondmico da regido, sendo o estado da Bahia
responsavel por aproximadamente 52,5% da produgcdo nacional do fruto,
segundo dados do IBGE em 2018.

17



Para a fermentacédo utiliza-se apenas a semente do cacau; esta é
retirada do fruto e passa por um processo fermentativo que pode durar de 3 a
10 dias (Camu et al., 2007). Durante o processo fermentativo da améndoa
ocorre uma série de alteracdes microbioldgicas, no qual participam leveduras,
bactérias acido-laticas e bactérias acido-acéticas, estas Ultimas favorecidas
pelo baixo pH, elevada concentracéo de agucares e escassa disponibilidade de
oxigénio, tendo como destaque bactérias do género Lactobacillus (Schwan &
Wheals, 2004; Santos, 2010). H& producdo de etanol pela fermentacdo dos
acucares promovendo a degradacdo da pectina. Essa atividade alcaliniza o
ambiente e aumenta a temperatura, dando condi¢cdes para o crescimento das
bactérias (Santos, 2010). As bactérias laticas vao consumir os acucares e
acidos organicos gerando um aumento do pH, enquanto que as bactérias
acéticas vao oxidar o etanol produzido pelas leveduras, formando acido
acético. Com a geracao de calor desse processo e difusdo do acido acético e
do etanol para dentro da améndoa, ocorre morte do embrido e o fim da
fermentacao (Schwan, Wheals, 2004).

Ardhana (2003) encontrou na fermentagdo do cacau Lactobacillus
cellobiosus e L. plantarum, utilizando técnicas tradicionais de cultivo celular;
Passos et al. (1984) identificou principalmente L. acidophilus, L. brevis, L.
casei, L. delbrueckii e L. plantarum também realizando o processo fermentativo
com as técnicas tradicionais de cultivo; e Nielsen et al. (2007) utilizaram uma
técnica de eletroforese em gel de gradiente desnaturante e observaram a
presenca de L. fermentum predominantemente. Também foram obtidas outras
espécies como L. plantarum, Leuconostoc pseudomesenteroides, Pediococcus
acidilactici, entretanto, foi possivel demonstrar que diferentes técnicas de
fermentacdo poderiam alterar a dinamica microbiana, influenciando nas

bactérias predominantes ao final do processo.

2.4.USO DE PROBIOTICOS NA ALIMENTACAO ANIMAL

Diante da crescente preocupacdo dos mercados internacionais para
produtos de origem animal, concomitantemente com a apreensdo da
comunidade cientifica com a seguranca alimentar, principalmente pelo
surgimento de cepas bacterianas mais resistentes; e residuos nos produtos

carneos, os probidticos passam a ser uma alternativa ao uso de antibiéticos na
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alimentacdo animal (Lopez, 2014). Neste contexto, o uso de probidticos como
alimento funcional tem sido abordado, visando a producéo de alimentos mais
saudaveis e isentos de residuos de antibidticos (Silva e Nornberg, 2003).

Na suinocultura, o desmame € o periodo mais critico, pois os leitbes
passam por um periodo de estresse causado pela separacdo das matrizes,
troca de ambiente de convivio e a troca repentina da alimentacgéo liquida (leite)
para a solida (racdo) (Lalles, 2007). Além disso, no desmame h& grande
incidéncia de disturbios digestivos, causando diminuicdo no crescimento dos
animais e baixa ingestao de alimento pelos leitdes (Dlamini, et al. 2017).

Nesse periodo, ha grande incidéncia da sindrome da diarreia pos-
desmame, potencializado pelo aumento de bactérias enteropatogénicas, como
a Escherichia coli (Rist, et al. 2013). Trata-se de uma doenc¢a multifatorial que
acomete suinos nas duas primeiras semanas pés-desmame, gerando grande
perda econbmica nas granjas, levando h4 gastos com medicamentos, atrasos
no desenvolvimento dos leitdes e aumento da “refugagem” dos animais (Lima,
et al. 2009).

25.CULTIVO CELULAR COMO ALTERNATIVA AO MODELO DE
EXPERIMENTACAO IN VIVO

No final do século XIX houve o primeiro esboco da técnica de cultura
celular, desenvolvido por Wilhelm Roux (1885), sendo descrito como uma
conservacao de células embrionarias em solugéo salina. O cultivo celular que é
empreendido atualmente em laboratoérios se iniciou no século XX, com Harrison
(1907), com o intuito de estudar o comportamento celular fora do organismo
vivo, em um ambiente totalmente controlado (Alves, Guimaraes, 2013). Em
1952, George Gey obteve um cultivo celular continuo, quando criou a primeira
linhagem celular (HeLa) advindas de um processo tumoral (Lucey, et al., 2009).
Um grande obstaculo encontrado foi & descoberta de limitacdo no tocante a
guantidade de cultivos que podiam ser realizados com outras culturas
celulares, sendo intitulado de “Limite de Hayflick’, em 1961, pelos
pesquisadores Leonard Hayflick e Paul Moorhead, alterando o pensamento de
que as células teriam vida infinita em ambientes com substrato necessarios

para seu desenvolvimento (Hayflick, Moorhead, 1965).
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Thompson e Gearhart (1998) pesquisaram e conseguiram isolar células-
tronco humanas, sendo pioneiros na época, pois ainda ndo se utilizavam as
culturas celulares na tentativa de regeneracgéao tecidual. Atualmente, muitos dos
esforcos da area sado para o isolamento e utilizacdo de células tronco, embora
ainda se faca muito o uso de culturas celulares diversas em pesquisas
laboratoriais para estudo do comportamento tecidual em situaces adversas in
vitro (Alves, Guimarées, 2013).

A primeira cultura celular animal foi desenvolvida em 1962 por
Nakamura e outros pesquisadores no Japédo, sendo batizada como linhagem
Vero, oriunda dos rins do macaco verde africano (Alves, Guimardes, 2013),
sendo utilizada até hoje como modelo celular para producéo de vacinas.

Atualmente, o modelo experimental com utilizacdo de culturas celulares
tem se mostrado factivel quando comparado a utilizacdo de animais
experimentais, pois, essas sdo biologicamente menos complexas, ha maior
controle ambiental, homogeneidade amostral quando comparada a utilizacédo
de animais, é economicamente mais viavel e fornecem respostas de forma
rapida e simplificada. Como os trabalhos com a utilizacdo de cultivos celulares
sempre atenderam a demanda de mercado humano, ndo ha informacdes
quanto ao uso de cultura celular humana tendo como finalidade a
experimentacdo de um produto voltado para animais. Diante dessa lacuna e
devido a proximidade genética existente entre humanos e 0s suinos, optou-se
pela utilizacdo de uma cultura celular intestinal humana, a linhagem HT29, que
sdo células de adenocarcinoma de colon humano que possuem capacidade de
diferenciacdo de células intestinais maduras, como células caliciformes. As
informacBes obtidas no presente trabalho podem auxiliar na nutricdo dos
suinos, visto que a utilizacdo de bactérias probidticas vem sendo estudada por
varios pesquisadores, com resultados positivos quanto ao uso destas bactérias
na dieta dos animais (Chiquieri, et al. 2007; Robles-Huaynate, et al. 2013;
Santos, et al. 2016), havendo uma melhora, principalmente, na saude intestinal,
e, consequentemente, melhorando o desempenho dos animais nos diferentes

sistemas de producéo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Crescimento e manutencao dos micro-organismos

As cepas testadas, Lactobacillus fermentum 6.2, L. plantarum 7.1 e L.
plantarum 5.2 foram isoladas previamente durante a fermentagcdo do cacau
fino, e foram mantidas em meio liquido Lactobacilli MRS (1% de peptona, 0,8%
de extrato de carne, 0,4% extrato de levedura, 2% de glicose, 0,5% deacetato
de sodio, 0,2% Hidrogenofosfato dipotassico, 0,02% Sulfato de Magnésio?.
H20, 0.005% Sulfato de manganés4. H20, 0.02% Citrato triamonio) (HIMEDIA)
+ 20% de Glicerol e estocada a -80°C. Para experimentacdo, as cepas foram
cultivadas em meio liquido Lactobacilli MRS (Man, Rogosa e Sharpe), por 18h
em estufa a 37°C com posterior avaliagdo do seu crescimento.

Para obtencédo dos sobrenadantes, os lactobacilos foram cultivados em
caldo MRS por 48 horas a 37 ° C. Ap0s a incubacéo, os sobrenadantes foram
obtidos através de centrifugacao por 8000 x g, a fim de separa-los das células.

A bactéria patogénica utilizada para os demais ensaios foi a Escherichia
coli K88", proveniente do laboratério de microbiologia do Hospital Veterinario
da UESC. Cresceu em meio BHI (Brain-Heart Infusion) por 24 horas a 37°C.
Para a realizacdo dos experimentos, a bactéria foi lavada com solucdo salina
0,9% centrifugada e ressuspendida na mesma solucdo. Em sequéncia foi
ajustada & concentracéo de 1x10® CFU ml™.

3.2.Cultivo das Células HT- 29

As células HT-29 (intestinal humana) provenientes do Banco de Células
do Rio de Janeiro - BCRJ (Rio de Janeiro) foram cultivadas em meio DMEM
(Sigma Chem. Co. St. Louis, MO, USA), suplementado com 10% de soro
bovino fetal (Gibco), L-glutamina, penicilina 100 Ul/mL e estreptomicina 100
ug/mL. As células (3x10° células) foram semeadas em garrafas de 75 cm? e
incubadas a 37°C em estufa Umida contendo 5% de CO,. Os repiques foram
realizados a cada 72 horas até confluéncia. Para os tratamentos, as células
foram dispostas na densidade de 1,5 x 10° para cada poco em placas de 96

pocos, mantidas as mesmas caracteristicas de cultivo.
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3.3. Ensaio de viabilidade celular através da metabolizacdo do brometo
de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium] (MTT)

A viabilidade das células HT-29 foi avaliada através da medida da
capacidade das células de reduzir o MTT (4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil-
tetrazolio) a formazan. O formazan é um pigmento insollvel que € extraido das
células e quantificado espectrofotometricamente em comprimento de onda de
570 e 620 nm. A reducdo do MTT € catalisada principalmente pelas
desidrogenases mitocondriais e também do citoplasma. Portanto, a alteracédo
da funcdo mitocondrial poder4 ser detectada através da variacdo da
capacidade de reducdo do MTT. ApoOs o tratamento com 0s sobrenadantes dos
lactobacilos, dispostos nas concentracfes de 40 mg/mL, com regressdo da
concentracdo pela metade, até atingir a concentracdo de 0,625 mg/mL, foram
adicionados 10 uL da solucédo de MTT (5 mg/mL) seguido de incubacdo na
auséncia de luz por 4 horas, tempo necessario para a reducdo do MTT a
formazan. A seguir, 100 uL de SDS 10 % (m/v) (em HCI 0,01 mol/L) foram
adicionadas em cada poco a fim de solubilizar os cristais de formazan
formados e incubado por 12 horas. Posteriormente, foi realizada a leitura da
absorbéancia correspondente a cada poco determinada por leitura de
absorbancia com auxilio de um leitor de placas (Expert Plus Asys). Os valores
foram expressos em porcentagens de reducdo de MTT em relacdo ao controle,
onde as células ndo foram expostas as formulacdes do sobrenadante
(Mosmann, 1983).

3.4.Autoagregacdao de lactobacilos e coagregacao entre lactobacilos e E.
coli K88"

Para avaliar a capacidade de ligacdo entre as cepas de lactobacilos
entre si, foi realizado o ensaio de autoagregacdo. Os lactobacilos foram
lavados duas vezes com solucdo salina 0,9% ap0s crescimento e
ressuspendidos na mesma solucéo até Aggponm = 0,3. Em sequéncia, retirou-se
uma aliquota de 1 mL da solucéo e esta foi incubada a 37°C por 5 horas. A
absorbancia do sistema foi monitorada a cada hora e a porcentagem de
autoagregacdo foi calculada relativamente a absorbéancia inicial, usando a

seguinte férmula:
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% autoagregacédo = (ODinicial - ODfinal) / ODinicial X 100

Sendo OD a densidade Optica.

No intuito de avaliar a capacidade de associacdo dos lactobacilos com
outras bactérias, foi mensurado a coagregacdo. Para isso, as cepas de
lactobacilos e a bactéria E. coli K88" foram lavadas duas vezes com solugdo
salina 0,9% e ressuspendidas na mesma solucdo até Agoonm = 0,3. Apds, cada
cepa de Lactobacillus foi co-incubada com Escherichia Coli K88", na proporgéo
de 1:1 — a 37°C por 5 horas. A absorbancia também foi mensurada a cada hora
e a porcentagem de coagregacao foi dada pela seguinte formula

% = [((AX + Ay)/2) —=A(x+y)] / [(Ax + Ay)/2],

Sendo que Ax e Ay indicam a absorbancia das cepas sozinhas (controle)

e A(x+y) indicam a absorbancia dos lactobacilos com a cepa patogénica.

3.5.Atividade antimicrobiana do sobrenadante de cultura frente a E. coli
K88"

Os sobrenadantes dos lactobacilos foram testados para avaliar sua
atividade antimicrobiana, através da técnica de difusdo em agar. A Escherichia
coli K88" foi cultivada em caldo BHI por 24h a 37°C. Apds a incubac&o, ajustou-
se a concentracdo para 1x108UFC/ml em espectrofotdmetro e uma aliquota de
100 pL desta suspensdo foi inoculada em placas de Mueller-Hinton &gar.
Foram feitos pequenos pocos no agar e foi adicionado em cada poc¢o 100 uL do
sobrenadante de cada cepa dos lactobacilos na concentracdo de 40mg/mL,
determinada apdés pesagem do material seco e diluicdo em meio de cultura.
Apbs 24h de incubacdo a 37°C, a presenca ou auséncia dos halos de inibicao
foi observada, com mensuracéo do diametro dos halos.

3.6.Formacéo de biofilme por E. coli K88" na presenca ou auséncia dos
lactobacilos isolados da fermentacdo do cacau
A cepa de Escherichia coli K88" foi cultivada em meio BHI e apés
diluicdo foram plaqueadas em placa de 96 pocos para incubacéo.
Apés o periodo de incubacdo a 37 ° C foi realizado avaliacdo de

formacao de biofilme nas primeiras 24h de incubagé&o e depois com 48 horas.
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Sendo comprovada a formacao do biofilme, visto que se trata de uma cepa de
E. coli enteropatogénica, foi realizada o cultivo com as cepas de lactobacilos e
com o sobrenadante dos lactobacilos para verificar se, de alguma forma, ha
efeito direto na formacéao do biofilme.

Em sequéncia, a placa foi levada ao espectrofotdmetro para leitura e
avaliacdo da absorbancia. Foi utilizado comprimento de onda de 492 nm. Para
o calculo da formacao do biofilme, utilizou-se a férmula:

BFI = xly;

Sendo que x € a densidade Gtica no comprimento de onda de 492 nm
(As92nm) € Y € a densidade otica do Streptooccus pyogenes (A492nm=0,07).

Apos o calculo, foi possivel classificar os micro-organismos como: nao
produtores de biofilme (indice de Formacéo de Biofiime — IFB menor ou igual a
0); baixo produtor de biofilme (IFB menor que 1); produtores moderados (IFB
entre 1 e 2); produtores (entre 2 e 3) ou grandes formadores de biofilme (IFB

maior que 4), seguindo metodologia de Oliveira et al. (2014).

3.7.Anédlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os valores
apresentados representam as médias e desvio padrdao dos dados obtidos e
foram analisados através do GraphPad Prism 5.1. As diferencas estatisticas
entre os valores foram determinadas utilizando ANOVA e poés-teste de Tukey
com p<0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Autoagregacéo e coagregacao

Os valores referentes a autoagregacdo e coagregacao estao dispostos
na figura 1. Dentre as cepas avaliadas no presente estudo, o Lactobacillus
fermentum 5.2 e o Lactobacillus plantarum 7.1 apresentaram semelhante
capacidade de autoagregacdo, em torno de 20% (Figura 1la). Apenas o
Lactobacillus plantarum 6.2 diferiu significativamente dos demais, com valor em
torno de 30%. A capacidade de autoagregar é fundamental para a resisténcia

das bactérias as condi¢cbes adversas do ambiente ao qual elas estdo sendo
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inseridas, seja na cavidade oral, no trato gastrintestinal ou urogenital
(Castagliuolo et al. 2005; Nikolic et al. 2010).
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Figura 1. Valores de autoagregacao Resultados dispostos em percentual das médias
dos dados obtidos de autoagregacdo dos lactobacilos isolados. E possivel observar
diferenca estatistica significativa (p<0,05), pelo Teste de Tukey, quando comparamos o
tratamento L.p 6.2 (£ 30%) com os demais tratamentos.

Os dados do presente estudo se assemelham a outros estudos, com
uma variacdo de autoagregacao entre 20% e 30%. Grigoryan et al. (2017), em
estudo com duas cepas de Lactobacillus spp., encontraram valores de
agregacgéao variando entre 20 e 30%. Lima (2016), em experimento realizado
com seis cepas de bactérias acido-laticas, dentre estas trés Lactobacillus spp.,
encontrou valores de autoagregacéao variando de 16% a 35%.

Valeriano et al. (2014) e Dicks et al. (2017) observaram uma correlagéo
positiva entre 0 aumento da capacidade de autoagregacdo das cepas de
Lactobacillus com o aumento do tempo de incubacdo. No presente trabalho
também foi possivel observar tal correlacdo (Figura 2) em que a relagéo
tempo/capacidade de autoagregacéo foi positiva, ou seja, na medida em que o
tempo de incubagdo aumentou, foi possivel observar um maior percentual de
Lactobacillus auto agregados.
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Figura 2. Percentual de autoagregacdo em funcéo do tempo. E possivel constatar que,
na medida em que o tempo de incubacdo aumenta, o percentual de autoagregacédo das
trés cepas de lactobacilos estudados também aumenta, evidenciando o que foi
constatado por outros trabalhos.

Dicks et al. (2017) sugerem que uma boa capacidade de
autoagregacao permite a formacdo de uma barreira, capaz de bloquear a
adesao de bactérias patogénicas na mucosa. Isto foi reforcado por Campana et
al. (2017), que associaram a autoagregacdo com a capacidade dos micro-
organismos probibticos de persistirem em quantidade satisfatéria no trato
gastrintestinal; logo, pode haver maior nimero de Lactobacillus aderindo a
mucosa e impossibilitando que bactérias patogénicas tenham seu efeito
deletério.

Os valores da coagregacao obtidos no presente estudo das trés cepas
estudadas mostram capacidade entre moderada a boa de se ligarem a E. coli
K88, sendo o L. plantarum 6.2 a cepa que apresentou melhor capacidade de

ligacdo (Figura 3).
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Figura 3. Valores de coagregacédo. Resultados dispostos em percentual das médias dos
dados obtidos de coagregacdo dos lactobacilos com a E. coli K88". E possivel observar
diferenca estatistica significativa (p<0,05), pelo Teste de Tukey, quando comparamos o
tratamento L.p 6.2 (£ 40%) com os demais tratamentos.

A coagregacdo € um dos mecanismos dos lactobacilos para
interferirem sobre os patégenos, pois formam uma barreira que diminui a
adesdo e colonizacdo da mucosa pelos micro-organismos patogénicos e
facilitam a eliminacdo destes pelo trato gastrintestinal (Younes et al. 2012,
Campana et al., 2017).

Tuo et al. (2013) em estudo realizado com cepas de L. plantarum
incubadas com E. coli O157:H7, encontraram valores em torno de 25% de
coagregacao. Mais recentemente, um estudo realizado por Almeida (2017),
utilizando oito cepas de Lactobacillus, observou valor médio de coagregacao
de 14%, em incubacdo com E. coli INCQS 00171 e de 2% com Salmonella
enteritidis.

Tareb et al. (2013), utilizando a mesma bactéria patogénica do
presente estudo em co-incubacdo com L. rhamnosus CNCM-I-3698,
encontraram niveis de coagregacdo bem inferiores ao deste estudo (cerca de
8%) apobs 4h de incubacéao.

Em contrapartida, Pessoa et al. (2017) encontraram valores superiores
a 40% de coagregacao, utilizando as trés cepas de Lactobacillus avaliadas pelo

presente trabalho, quando associadas a Gardnerella vaginalis.
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Esses dados demonstram a capacidade das trés cepas de lactobacilos
em autoagregar, sendo esta propriedade favoravel & permanéncia da bactéria
no sitio de interesse e consequentemente seu efeito probidtico. Além disso, as
cepas também foram capazes de coagregar com E. coli K88", demonstrando
outra propriedade probiética destes lactobacilos que favorecem a retirada de

bactérias patogénicas do ambiente intestinal.

4.2.Atividade antimicrobiana

A fim de avaliar o efeito antimicrobiano dos sobrenadantes dos
Lactobacillus (na concentracdo de 40mg/mL) sobre E coli K88", foi realizado o
teste de difusdo em &gar (Figura 3). Como resultado, foi possivel observar que
0s sobrenadantes das cepas de L. plantarum 6.2 e 7.1 e L. fermentum 5.2 n&o
inibiram o crescimento de E. coli K88".

Figura 4. Atividade antimicrobiana dos sobrenadantes por difusdo em agar. E possivel
perceber que ndo ha formagdo de halos de inibicdo quando utilizamos os sobrenadantes de
Lactobacillus na concentracao de 40 mg/mL.

Arena et al. (2016) encontraram grande variabilidade entre cepas de
lactobacilos no tocante a atividade antimicrobiana, o que leva a crer que tal
propriedade seja cepa-especifica. Barros et al. (2009) avaliaram a atividade
antimicrobiana de Lactobacillus spp. isolados de frangos, contra diferentes

cepas de Salmonella spp. e demonstraram interferéncia no crescimento com a
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formacado de halos de inibicdo para todas as cepas de Salmonella spp.
desafiadas.

Pereira e GoOmez (2007) encontraram efeito inibitério utilizando
Lactobacillus acidophilus contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli
K88*. Em outro estudo utilizando a mesma bactéria do presente trabalho, E.
coli K88, Valeriano et al. (2014) observaram inibicdo de crescimento da E. coli
utilizando o sobrenadante de Lactobacillus mucosae LM1.

Vineetha et al. (2016) isolaram um lactobacilo (LGFCP4) do trato
gastrintestinal de galinhas d’Angola e avaliaram sua capacidade inibitoria frente
a cepas de E. coli spp. e Salmonella spp., constatando a formacao de halos de
inibicdo. Campana et al. (2017) utilizaram uma cepa de Lactobacillus plantarum
de um produto comercial, e encontraram discreta atividade antimicrobiana
contra alguns patdgenos intestinais, incluindo E. coli 0157:H7 ATCC35150.

Pessoa et al. (2017) observaram atividade antimicrobiana contra
Gardnerella vaginalis, utilizando as mesmas cepas usadas no presente
trabalho, sendo que L. plantarum 6.2 e 7.1 exibiram atividade antimicrobiana,
enquanto o sobrenadante de L. fermentum 5.2 n&o foi capaz de inibir o
crescimento da bactéria estudada por eles.

Souza (2000) relatou uma diminui¢cdo do pH (em torno de 4,4) pela E.
coli em processos metabdlicos fisiolégicos, com producéo de acido e gas pela
fermentacdo da glicose. Pessoa et al. (2017) avaliaram o pH dos
sobrenadantes das cepas estudadas no presente trabalho e observaram
valores entre 3,7 a 4,7. Esses valores de pH podem n&o ser o suficiente para
que haja um efeito inibitério no crescimento da E. coli K88" pelas trés cepas de

lactobacilos estudadas.

4.3.Formacgao de biofilme

Os dados obtidos quanto a formacgdo do biofilme pela E. coli K88 na
presenca dos sobrenadantes das cepas de Lactobacillus na concentracdo de
40 mg/mL, estdo apresentados na figura 4. Dos trés sobrenadantes avaliados,
0 que apresentou maior interferéncia na formacdo do biofiime de E. coli K88"
foi o obtido de L. plantarum 7.1, diferindo estatisticamente dos demais

tratamentos.
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Seguindo o critério de avaliacdo da formacéo de biofilme descrito por
Oliveira et al. (2014), a cepa de bactéria patogénica utilizada, E. coli K88,
demonstrou ser grande produtora de biofilme (IFB maior que 4).

A capacidade de formacdo de biofilme pode estar implicada na
capacidade de viruléncia da bactéria, uma vez que interfere diretamente na
acdo de agentes antimicrobianos (Donelli e Guaglianone, 2004). Alem disso,
bactérias em biofilmes sdo mais resistentes a condi¢cdes desfavoraveis do meio

onde se encontram quando comparadas com sua forma planctonica.

Bl E. colik8s
L.f5.2 +E. coli k88
Bl Lp6.2+E. colikas
L.p 7.1 + E. coli k88

Indice de Formacao de Biofilme

Figura 5. Formac&o do biofilme pela E. coli K88", em incubagio ou ndo com sobrenadante de
L. fermentum 5.2, L. plantarum 6.2 e 7.1. Os dados demonstram diferencas estatisticas que
foram determinadas pelo Teste de Tukey. E possivel observar significancia estatistica (p<0,05)
quando comparamos o tratamento L.p 7.1 + E. coli K88 com os demais tratamentos.

Mahdhi et al. (2018) utilizaram polissacarideos extracelulares,
secretados por Lactobacillus plantarum e Bacillus spp., e observaram
diminuicdo na formacdo do biofilme em E. coli ATCC35218. Gémez et al.
(2016), em estudo realizado com diversas cepas de Lactobacillus spp.
encontraram inibicdo total na formacéo de biofilme de E. coli O157:H7, Listeria
monocytogenes e Salmonella typhimurium.

Em trabalho realizado por Melo et al. (2016) utilizando duas cepas do
presente estudo, sendo elas L. fermentum 5.2 e L. plantarum 7.1, encontraram

resultados satisfatorios quanto a redugdo da formacdo de biofilme de
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Staphylococcus aureus quando este associado ao L. fermentum 5.2, enquanto
que houve baixa inibicdo na formacdo do biofilme pelo L. plantarum 7.1. Os
dados do presente trabalho diferem dos de Melo et al. (2016), que foi possivel
observar maior redugéo na formagédo do biofilme pelo L. plantarum 7.1. Tais
resultados demonstram que ha fortes indicios de que a capacidade de
interferéncia na formacdo de biofilme pelas cepas estudadas seja cepa-
especifica vide que existem diversos produtos formados nos processos
metabdlicos dos lactobacilos, como acido latico, acido acético, peroxido de

hidrogénio e bacteriocinas (Tulumoglu et al., 2013).

4.4.Ensaio de viabilidade celular da linhagem HT 29 na presenca de
sobrenadantes de lactobacilos
A viabilidade das células HT-29 apds interacdo por uma hora com o

sobrenadante das cepas de lactobacilos est4 apresentada na figura 5.
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Figura 6. Ensaio de viabilidade celular apés 24h de interagcéo das células HT-29 com o meio de
cultura de lactobacilos (MRS) e com o0s sobrenadantes das cepas de Lactobacillus spp.
avaliadas. No eixo X estdo dispostas as concentragdes do sobrenadante utilizadas, e no eixo Y
a porcentagem de células vivas.

O sobrenadante de Lactobacillus plantarum 6.2 apresentou maior
citotoxicidade as células, sendo possivel verificar reducéo da viabilidade de HT-
29 ja na concentracdo de 5 mg/mL. Na concentracdo de 10 mg/mL houve
morte celular de toda a cultura, diferente dos sobrenadantes de L. fermentum
5.2 e L. plantarum 7.1, que apresentaram menor toxicidade em concentragoes

semelhantes. Outros autores demonstraram citotoxicidade em niveis inferiores
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a deste estudo, dentre estes, Chen et al. (2017) utilizando concentracfes de
0,2 mg/mL até 0,7 mg/mL de diferentes cepas de Lactobacillus spp. advindos
da prépria microbiota humana. Utilizando as células HT-29, encontraram
citotoxicidade para todas as faixas de concentracéo avaliadas.

Thirabunyanon et al. (2009), avaliaram o potencial antiproliferativo de
Lactobacillus fermentum, com células HT-29, e encontraram citotoxicidade na
concentragdo de 0,1 mg/mL. Tais resultados podem ser explicados devido a
acidificacdo do meio, realizado pelos lactobacilos, na fermentacdo de
glicogénio e producéao de acido latico (Pessoa, et al. 2017).

O conjunto dos dados apresentados neste estudo demonstram que, na
concentragédo de 40 mg/mL, os sobrenadantes dos lactobacilos avaliados néao
podem ser utilizados na alimentacéo animal e humana, devido a alta toxicidade
sobre as células HT-29. Entretanto, a capacidade de atuar inibindo a formacéo
de biofilme sobre a cepa de E. coli K88", bactéria frequentemente associada as
diarreias em leitdes no periodo pés-desmame (Utyiama et al. 2006) revela que
esses sobrenadantes possam ser utilizados no controle bacteriano das
instalacdes das granjas. Varios estudos revelam que bactérias em biofilme sao
mais resistentes a produtos utilizados para seu controle/eliminacédo e aos
mecanismos de defesa do hospedeiro do que quando estdo na forma
plancténica (Barbosa, 2015).

Essa possibilidade de uso dos lactobacilos para reduzir a formacéo de
biofilme de E. coli K88" é de grande importancia nos sistemas de produc&o,
pois diminui consideravelmente a recidiva de infec¢cdes e contaminagdes nos
suinos e pode interferir de forma consideravel no custo de producéo
(EMBRAPA, 2016).

Alem disso, a boa capacidade de autoagregar e coagregar dos
lactobacilos, entre 20 e 30%, abre uma nova linha de investigacdo quanto ao
uso dessas bactérias em associagdo a racdo animal ou a prebibticos. Esses
aditivos alimentares associados poderiam minimizar os efeitos deletérios sobre
as células humanas e animais. Porém, serdo necessarios estudos adicionais

para confirmar essas premissas.

32



5. CONSIDERACOES FINAIS

As bactérias laticas estudadas no presente trabalho apresentaram boa
capacidade de autoagregacao e coagregacao, sendo a cepa de Lactobacillus
Plantarum 6.2 a que apresentou melhores valores das variaveis analisadas. E
possivel observar uma correlacdo positiva entre a autoagregacdo e
coagregacao, corroborando com a ideia de que a autoagregacao € fator crucial
para aumento da viabilidade das bactérias.

As trés cepas estudadas nao foram capazes de impedir o crescimento
da Escherichia coli K88" no teste de inibicio em A&gar, entretanto, o
sobrenadante da cepa de Lactobacillus plantarum 7.1 se mostrou capaz de
interferir e inibir a formac&o de biofilme pela E. coli K88", diferentemente das
demais cepas avaliadas, que, apesar de terem capacidade de interferéncia na
formacdo do biofilme, n&o foram tdo eficientes quanto o Lactobacillus
plantarum 7.1.

Os dados obtidos mostram a capacidade de utilizacdo dos lactobacilos
estudados, como produto para higienizacdo e sanitizacdo de instalacbes de
granjas, e mostram também a possibilidade de uso na alimentacdo animal
desde que sejam realizados mais estudos com outros produtos que possam
diminuir os efeitos deletérios apresentados pelos lactobacilos.
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