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RESUMO 

 

Derivados de leitetêm em comum com a microbiota intestinal humana a presença em 

dominância e sub-dominância de bactérias do filo Firmicutes, em particular do gênero 

Lactobacillus. Devido à sua segurança para o uso em humanos, espécies de lactobacilos 

têm sido avaliadas quanto ao potencial probiótico, sendo alguns destes micro-

organismos isolados de derivados lácteos, em razão de sua melhoradaptação a produtos 

funcionais como os leites fermentados. Nesse sentido, o potencial probiótico de 

lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra foi avaliado a fim 

de se desenvolver um leite fermentado funcional, comparando os resultados encontrados 

com um lactobacilo probiótico isolado de um leite fermentado comercial com apelo 

funcional: L. paracasei (LP). Amostras de L. casei (B5), L. plantarum (B7) e L. 

rhamnosus (B4 e D1) foram testadas quanto ao seu pontencial probiótico in vitro, contra 

Salmonella Typhimurium;e in vivo em camundongos isentos de germe, em 

experimentos de monoassociação com posterior desafio pelo patógeno ou não, assim 

como experimentos semelhantes foram conduzidos com camundongos convencionais 

BALB/c. Os testes incluíram avaliação da proteção obtida com a administração dos 

leites fermentados pelos lactobacilos em experimentos de sobrevida, desenvolvimento 

ponderal, translocação a órgãos-alvo, imunomodulação (de citocinas) e modulação da 

microbiota local no íleo. A maior parte dos experimentos foi realizada em cinética, com 

pelos menos dois tempos de infecção e/ou administração do lactobacilo. O 

desenvolvimento de um alimento funcional também foi avaliado por meio de testes 

deaceitação dos leites fermentados em análise sensorial, avaliação da manutenção de 

características físico-químicas e microbiológicas ao longo do armazenamento 

refrigerado, e também, alternativas de armazenamento e comercialização dos 

lactobacilos: a liofilização.A partir desse conjuntode resultados,as amostras B7 de L. 

plantarum e D1 de L. rhamnosus apresentaram melhores resultados como probióticos 

para uso em leites fermentados funcionais. Tais resultados foram reforçados pela 

similaridade do desempenho destas amostras comparadas ao controle positivo. 

 

Palavras chave:Lactobacillus, queijo Minas artesanal, probiótico, leite fermentado, 

Salmonella Typhimurium 
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ABSTRACT 

 
Dairy productshave in commonwith humanintestinalmicrobiotathe presence, indominant 

andsub-dominant levels, Firmicutesphylum bacteria, particularly those of 

theLactobacillus genus. Due to its safety use in humans, lactobacilli samples have been 

characterized as probiotics after isolation from dairy products, due to its better 

adaptation to functional food products like fermented milks. In this manner, probiotic 

potential from “Minas” artisanal cheese was evaluated in order to develop functional 

fermented milks. Results were compared to those from a knownprobiotic 

Lactobacillusparacasei (LP).L. casei (B5), L. plantarum (B7) andL. rhamnosus (B4 e 

D1) samples were tested regarding its in vitro probiotic potential againstSalmonella 

Typhimurium; and alsoin vivo, through a series of tests withgerm free mice colonized 

with lactobacilli samples infected with S. Typhimurium and also similar tests with 

conventional BALB/c mice. Tests included the protective effect of lactobacilli 

administered through fermented milk evaluating mice: survival, weight loss, 

translocation to target organs, ileum’s cytokines immune and microbiota modulation. 

Germ free mice experiments also included lactobacilli’s colonizing ability and ex vivo 

antagonistic effect (after lactobacilli’s passage through mice intestinal tract). Most of 

the experiments were conducted in two time points of infection and Lactobacillus 

administration. Functional fermented milk was also developed by assessing its sensory 

acceptance, microbiological and physical-chemical properties along its refrigerated 

storage, and, analternative of its delivery methodwas also tested: lyophilization.In 

conclusion, L. plantarum B7 and L. rhamnosus D1 samples presented themselves as the 

best probiotics candidates for a functional fermented milk development, especially if 

compared with the positive control, which presented similar results. 

 

Keywords:Lactobacillus, “Minas”artisanal cheese, probiotic, fermented milk, 

Salmonella Typhimurium 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Lactobacilos 

 

1.1.1. Características taxonômicas, metabólicas e ecológicas dos lactobacilos 

 

O gênero Lactobacillus pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli (classe III), 

ordem Lactobacillales, família Lactobacillaceae e é normalmente enquadrado no grupo 

de bactérias ácido láticas (usualmente abreviado como BAL) (Felis e Dellaglio, 2007). 

Este gênero compreende mais de 150 micro-organismos bastonetes e cocobacilos; com 

baixo conteúdo G+C; Gram positivo; geralmente catalase negativo, não esporulantes, 

acidúricos ou acidofílicos (pH ótimo entre 5,5 e 6,2), mesofílicos (com temperatura de 

crescimento ótima entre 30 e 40oC); tolerantes a oxigênio; anaeróbios facultativos, 

algumas vezes microaerófilos e obrigatoriamente sacaroclásticos, ou seja, com 

fermentação que tem como produto final pelo menos 50% de lactato (Hammes e Hertel, 

2009).  

O primeiro micro-organismo do gênero foi isolado e identificado por Moro, em 

1900, a partir das fezes de lactentes amamentados com colostro materno.  O nome 

inicial dado a essa bactéria foi Bacillus acidophilus, mudado posteriormente para 

Lactobacillus acidophilus. Atualmente, dentre as bactérias desse gênero já identificadas, 

aquelas de maior importância e uso na produção de alimentos (principalmente  

derivados lácteos), com apelo probiótico para o homem e também animais de produção, 

são: L. acidophilus, L. amylovorus, L. casei, L. paracasei, L. crispatus, L. gallinarum, 

L. gasseri, L. fermentum, L. helveticus, L. johnsonii, L. paracasei, L. reuteri, L. 

rhamnosus, L. salivarius e L. tolerans. Muitas espécies foram e continuam sendo 

descritas quanto às suas características probióticas, porém, boa parte dos estudos que 

avaliam o potencial probiótico de um lactobacilo só se vale de recursos e metodologias 

in vitro. Por esse motivo, Moal e Servin (2014), em uma ampla revisão sobre o assunto, 

concluiram que somente seis amostras de lactobacilos apresentaram estudos in vitro, in 

vivo e ensaios clínicos suficientes para que fossem atestadamente probióticas, sendo 

elas: L. rhamnosus GG, L. casei Shirota, L. acidophilus LB, L. johnsonii NCC 533 

(antiga La1), L. casei DN-114 001 e L. reuteri DSM 17938.  

Bactérias do gênero Lactobacillus são encontradas em diversos nichos onde há 

disponibilidade de carboidratos fermentáveis, como trato gastrointestinal e vaginal de 

animais, além de solo e superfície de vegetais. Estes micro-organismos também estão 
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presentes em muitos tipos de alimentos lácteos, cárneos e seus respectivos derivados, 

assim como em alguns outros alimentos fermentados de certos vegetais ou bebidas 

fermentadas feitas a partir de frutas e/ou legumes (Felis e Dellaglio, 2007). Tais micro-

organismos são encontrados nessa diversidade de habitats devido à sua capacidade de 

fermentar açúcares de forma obrigatoriamente homofermentativa – produzindo ácido 

lático pela fermentação exclusiva de hexoses pela via Embden–Meyerhof–Parnas 

(EMP) - ou heterofermentativa (via das pentoses), facultativa (que também utilizam a 

via EMP) ou obrigatória (que utiliza a via do fosfogliconato) - produzindo também 

outros compostos aromáticos como diacetil, etanol, gás carbônico e outros ácidos 

orgânicos como o acético, uma vez que possuem aldolases e fosfocetolases e são, 

portanto, capazes de utilizar pentoses e gliconatos em sua fermentação (Hammes e 

Hertel, 2009). 

 

1.1.2. Relação da microbiota do queijo com a microbiota humana 

 

A microbiota intestinal de um ser humano adulto é, na maioria dos indivíduos, 

dominada majoritariamente por micro-organismos dos filos Bacteroidetes e Firmicutes. 

O primeiro contato do neonato com micro-organismos do gênero Lactobacillus está 

muitas vezes associado ao parto natural, visto que vaginas de mães saudáveis são 

colonizadas de forma dominante por lactobacilos (microbiota de Doderlein). Apesar da 

dominância populacional intestinal em crianças recém-nascidas ser dada por bactérias 

do gênero Bifidobacterium spp., diversas espécies de lactobacilos como L. acidophilus, 

L. casei, L. fermentum, L. gasseri, L. paracasei, L. plantarum, L. reuteri e L. rhamnosus 

podem ser encontradas em níveis subdominantes nesses indivíduos (Vaishampayan et 

al., 2010). Nos adultos, essa microbiota é complementada por micro-organismos das 

espécies L. crispatus e L. ruminis (Heilig et al., 2002). 

Algumas espécies de lactobacilos são mais adaptadas geneticamente ao leite e 

seus derivados (como L. delbrueckii e L. helveticus), enquanto outras parecem mais 

adaptadas ao ambiente intestinal (como L. johnsonii e L. salivarius), o que não impede, 

necessariamente, a sua sobrevivência e participação no processo de maturação do 

queijo.  Um exemplo clássico de micro-organismo que é adaptado ao ambiente 

intestinal e também é encontrado em queijo é L. rhamnosus. Este lactobacilo tem loci 

em seu genoma destinados à expressão de fímbrias cruciais para colonização e 

persistência no intestino (Kankainen et al., 2009) e também pode ser encontrado no 
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processo de fabricação de queijo desde o soro-fermento até o último estágio de 

maturação de queijos muito maturados (Pogacic et al., 2013). Outro interessante 

exemplo é L. plantarum, muito presente em diversas matrizes alimentares como grãos, 

legumes e vegetais, além de leite e seus derivados. Este micro-organismo produz pelo 

menos 12 proteínas, principalmente hidrolases e transglicosilases, envolvidas na 

aderência a componentes intestinais como a mucina e o colágeno (Boekhorst et al., 

2006), assim como está presente e participa da maturação de queijos elaborados com 

leite de ovelha, aumentando os ácidos graxos de cadeia curta e sintetizando, a partir 

destes, butanoato e hexanoato de etila, importantes ésteres aromáticos (Albeijón Mukdsi 

et al., 2009). 

Em estudos envolvendo a detecção de micro-organismos (com foco nas bactérias 

ácido láticas) em queijos Minas artesanais, foram encontradas espécies de lactobacilos 

comumente associadas ao trato gastrointestinal humano. No trabalho de Limaet al. 

(2009), no qual a microbiota do queijo Minas artesanal da Serra do Salitre de Minas 

Gerais foi avaliado, somente L. plantarum foi encontrado e em baixas proporções. Isso 

se deu, provavelmente, porque os métodos utilizados pelos autores não são os mais 

indicados para a identificação e caracterização de lactobacilos. Já Resende et al. (2011), 

avaliando a microbiota de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra de Minas Gerais, 

encontraram bactérias do gênero Lactobacillus (em maior prevalência que no trabalho 

citado anteriormente) das espécies L. casei, L. rhamnosus e L. plantarum. Todas essas 

espécies, conforme previamente mencionado, fazem parte da microbiota intestinal 

subdominante de humanos adultos. 

 

1.1.3. Salmonelose 

A salmonelose, uma enfermidade aguda, de distribuição mundial, apresenta-se 

como uma importante doença infecciosa com mais de 16 milhões de casos por ano, 

sendo que, aproximadamente, seis milhões desses evoluem para óbito. 

Salmonellaenterica subsp. enterica sorovar Typhimurium (ou S. Typhimurium) é uma 

bactéria patogênica, Gram negativo que, pela via oro-fecal, causa de uma a três das 

seguintes síndromes em camundongos de modo análogo ao queS. Typhi causa em 

humanos (exceto pela diarreia, que não é tão intensa e nem tão comum nas infecções 

por S. Typhimurium): febre entérica (tifoide), enterocolite (com diarreia) e/ou 

bacteremia (seguida ou não de septicemia); podendo, em alguns casos, ser fatal para o 

hospedeiro. A salmonela, ao atingir o intestino delgado do hospedeiro, adere e transloca 
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através do epitélio intestinal por três rotas: invasão ativa dos enterócitos, invasão das 

células M e por meio de células dendríticas (DC) ou macrófagos que intercalam as 

células epiteliais intestinais. A manifestação dos sinais clínicos e a gravidade da 

infecção dependem da susceptibilidade do hospedeiro (da situação do seu sistema 

imunológico) e da virulência do sorovar de Salmonella sp. infectante (Coburn et al., 

2006).  

S. Typhimurium se vale, em camundongos, da inflamação para exercer a sua 

patogênese. O experimento de Stecher et al. (2007) mostra isso de uma forma muito 

clara. Estes autores provaram que uma amostra de salmonela avirulenta consegue 

colonizar o intestino de camundongos que já possuem um processo de colite instalado 

(no caso, eles usaram um modelo de camundongo nocaute para expressão de IL-10 que 

desenvolve colite espontaneamente), assim como constataram que essa mesma 

salmonela não conseguia a mesma ação no modelo clássico de depleção da microbiota 

com estreptomicina (quenormalmente favorece a virulência deS. Typhimurium). Dentre 

as hipóteses levantadas pelos autores do porque a inflamação favoreceria a colonização 

da S. Typhimuirum, uma delas é a de que a secreção de substâncias antimicrobianas 

pelos enterócitos inflamados reduziria a população de micro-organismos que participam 

na manutenção da resistência à colonização. Stelter et al. (2011) também demonstraram 

como as salmonelas se aproveitam do estado inflamatório intestinal para favorecer a sua 

infectividade ao estimularem a secreção de uma lectina Reg-IIIβ pela mucosa intestinal, 

substância à qual elas são resistentes e muitos micro-organismos da microbiota 

residente não, reforçandoassim os resultados apresentados por Stecher et al. (2007). 

Raffatellu et al. (2009) apontaram outro mecanismo do qual a S. Typhimurium se vale 

num ambiente de inflamação intestinal. Esse mecanismo envolve a lipocalina-2, um 

peptídeo liberado pelos enterócitos que evita a aquisição de ferro por diversos membros 

da microbiota, especialmente as enterobactérias, ao se ligar ao sideróforo enterobactina 

destas. A salmonela, todavia, possui também as salmoquelinas, um sideróforo resistente 

de lipocalina-2 que permite que o ferro seja aproveitado por este patógeno em um 

ambiente de estresse intestinal como a inflamação.  

Além disso, S. Typhimurium ainda produz a bacteriocina colicina Ib que atua 

diretamente contra membros da família Enterobacteriaceae, favorecendo ainda mais sua 

vantagem competitiva no ambiente mencionado (Nedialkova et al., 

2014).Adicionalmente, Winter et al. (2010) mostraram em seu trabalho mais um 

interessante mecanismo da S. Typhimurium: a sua habilidade de usar o tetrationato, 
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gerado a partir de tiossulfato endógeno pela ação de espécies reativas de oxigênio 

produzidas em resposta à infecção pela própria salmonela, como um aceptor final de 

elétrons para a respiração anaeróbica de uma forma que a maior parte da microbiota 

intestinal não é capaz. 

 O trabalho de Das et al. (2015), além de elucidar a importância da participação 

de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, no estabelecimento da doença causada 

pela S. Typhimurium, explica detalhadamente como esse agente etiológico é capturado 

pelos macrófagos por meio dos receptores ELMO1 e Rac1 e desencadeia, a partir disso, 

a resposta inflamatória característica da doença. Os autores chegaram a essa conclusão 

ao observarem que macrófagos intestinais de animais nocaute para ELMO1 

internalizavam uma quantidade menor de S. Typhimurium. A menor internalização 

desencadeava, por sua vez, uma reação inflamatória muito mais branda e uma 

translocação para fígado e baço significativamente menor, mostrando que sem a 

participação dessa proteína e sem a ativação da resposta pró-inflamatória, a infecção por 

salmonela não evolui. Nesse contexto, é interessante frisar que a invasão por salmonela 

é realizada por uma fração da população deste micro-organismo em uma infecção. A 

maior parte dessa populaçãoé responsável por manter um ambiente favorável à invasão, 

uma vez que a salmonela enfrentará um amplo arsenal bactericida intracelular a partir 

do momento que for internalizada para o tecido intestinale outros tecidos para os quais 

eventualmente translocará (Santos et al., 2009). 

 

 

1.1.4. Ação probiótica contra Salmonella Typhimurium 

 

O cientista russo Elie Metchnikoff, no início do século XX, introduziu a ideia de 

que a maior longevidade de camponeses búlgaros se devia ao hábito destes em consumir 

leites fermentados e ao consequente efeito benéfico que os micro-organismos presentes 

nesses produtos exerceriam. Sua teoria envolvia a redução de uma suposta intoxicação 

promovida pela microbiota intestinal dos seres humanos por meio da modulação desta 

pelas bactérias ácido láticas do leite fermentado (Ceapa et al., 2013). Este efeito 

benéfico resultante da ingestão de bactérias vivas levou à criação do conceito de 

probiótico. Muitas definições para o conceito foram então formuladas até que se chegou 

à definição mais precisa e mundialmente aceita hoje, proposta pela FAO/WHO (2002): 

“micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, 

conferem efeitos benéficos à saúde do hospedeiro”. 
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Os micro-organismos probióticos, depois de ingeridos, devem sobreviver às 

condições de estresse do trato gastrointestinal (quando destinados à utilização nesse 

sítio) como suco gástrico e enzimas gástricas, assim como sais biliares e enzimas 

intestinais. Dessa forma, mantêm-se viáveis e em quantidades desejáveis - população 

mínima de 107 unidades formadores de colônias (UFC)/ml ou g - no seu local de ação 

específico - intestino delgado ou grosso - a fim de exercerem efeitos benéficos ao seu 

hospedeiro. Como os probióticos não são capazes de colonizar o trato digestivo de um 

indivíduo adulto saudável - mesmo após ingestão prolongada, uma vez que a microbiota 

residente, mesmo em desequilíbrio, não permite tal colonização - a ingestão diária de 

uma amostra de micro-organismo probiótico em quantidade adequada é indispensável 

para a manutenção de níveis elevados do micro-organismo na luz intestinal, permitindo 

assim que desenvolva o seu efeito benéfico. Para que isso ocorra, a concentração 

sugerida em células vivas do probiótico deve ser de pelo menos de 108 a 109 UFC/g ou 

ml de produto, pois as injúrias e as diluições promovidas pelos fluidos secretados na luz 

gastrointestinal reduzem, normalmente, em uma a duas escalas logarítmicas a 

concentração inicial ingerida de micro-organismos (Mohammadi e Mortazavian, 2011). 

A ação destes micro-organismos com alegações probióticas tem uma série de 

mecanismos já estudados, sendo muitos deles elucidados. De acordo com Matsuguchi et 

al. (2003), a ação direta de lactobacilos probióticosno sistema imune é dada pela 

estimulação de macrófagos ao incremento da produção de TNF-α, aumentando assim a 

maturação de células dendríticas regulatórias, modulando, em especial, os processos 

alergênicos. No contexto de doenças infecciosas, amostras de lactobacilos e 

bifidobactérias foram capazes de otimizar a resposta de monócitos circulantes a 

Candida albicans, aumentando a expressão de citocinas (IL-6 e IL-1β) que favorecem a 

tolerância a esse patógeno simultaneamente ao controleda expressão de outras citocinas 

pró-inflamatórias que exacerbariam a mencionada doença (IFN-γ e TNF-α) (Plantiga et 

al., 2012). Outra ação dos probióticos em foco na atualidade é o efeito da sua 

administração na microbiota do consumidor, muitas vezes frente a estados de disbiose, 

como IBS (síndrome do intestino irritável) ou colite ulcerativa. Cha et al. (2012), em um 

estudo clínico com humanos sofrendo de IBS com diarreia, observaram que os pacientes 

que receberam probióticos (VSL#3, uma mistura de micro-organismos com conhecida 

ação probiótica) ao longo de dez semanas tiveram os seus sintomas melhorados em 

comparação com o grupo que recebeu placebo. Já Rautava et al. (2012), avaliando o 

efeito da administração de probióticos a gestantes duas semanas antes de parto eletivo 
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por cesariana, observaram a modulação da microbiota por um lactobacilo probiótico nos 

recém-nascidosassim como na placenta e líquido amniótico das mães, o que levou a um 

estado menos pró-inflamatório no soro das mães antes do parto. Outro estudo, realizado 

por Fichorova et al. (2011), também observou que certos micro-organismos presentes na 

placenta e no líquido amniótico levaram a um aumento das citocinas pró-inflamatórias 

IL-1β, IFN-γ e IL-6, o que resultou em nascimento prematuro, confirmando que a 

modulação da microbiota da mãe e do seu feto por probióticos pode ser benéfica e 

muito importante para a saúde de ambos, especialmente a do bebê. 

Um micro-organismo, para ser considerado probiótico, não deve ser patogênico; 

deve ser, de preferência, específico ao hospedeiro; estar, de preferência, viável e/ou 

estável em seu veículo, mantendo suas propriedades probióticas até a data final de 

validade do produto no qual é veiculado; e não ser capaz de transmitir genes de 

resistência a antimicrobianos a outros micro-organismos. Os micro-organismos 

probióticos são, preferencialmente, aqueles nativos ao consumidor alvo por serem assim 

mais compatíveis e com menor probabilidade de serem reconhecidos como antígenos 

pelo seu sistema imune (Nagpal et al., 2012). Além disso, existe uma exigência 

crescente pelas agências reguladoras de saúde e de alimentos e, até pelos consumidores, 

da eficácia comprovada em ensaios in vitro, in vivo e clínicos, atestando o real potencial 

probiótico do micro-organismo pesquisado (Moal e Servin, 2014). 

A utilização de micro-organismos probióticos tem atraído grande interesse na 

pesquisa de doenças infecciosas, inflamatórias e alérgicas. A maioria dos ensaios 

clínicos com esse enfoque tem como finalidade a prevenção e tratamento de doenças 

intestinais em adultos e crianças. Bactérias ácido láticas têm demonstrado importantes 

efeitos contra os sintomas de doenças intestinais causadas por agentes patológicos ou 

por distúrbios na microbiota intestinal humana (Mohammadi e Mortazavian, 2011). 

Amostras de lactobacilos probióticos têm sido eficazes na prevenção de doenças 

entéricas como as salmoneloses. A produção de substâncias antagonistas, a inibição da 

adesão ao epitélio, a manutenção da microbiota intestinal indígena e a modulação da 

imunidade inata e adaptativa são os principais mecanismos de ação dos probióticos no 

combate às patogenias entéricas. Os principais efeitos benéficos relacionados à 

modulação do sistema imune envolvem o aumento da produção de IgA secretória na luz 

intestinal – diminuindo assim a translocação da salmonela para linfonodos mesentéricos 

e, consequentemente, ao baço e fígado (LeBlanc et al., 2010); aumento do estímulo à 

fagocitose do patógeno – favorecendo a eliminação do patógeno, que se mantinha viável 
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intracelularmente no macrófago,impedindo mecanismos de lise e apoptose da célula 

infectada (Bermudez-Brito et al., 2012); modificação da expressão e produção de 

citocinas – reduzindo os níveis de citocinas pró-inflamatórias; como IL-6, e INF-γ e 

TNF-α, e aumentando níveis de citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF-β, 

mantendo,dessa forma, a integridade do epitélio intestinal (Castillo et al., 2011).O 

principal efeito benéfico não relacionado ao sistema imunológico é o antagonismo 

contra micro-organismos patogênicos, seja por competição por nutrientes, pelo efeito 

barreira contra a adesão e invasão do epitélio intestinal (Li et al., 2011) ou pela 

produção de substâncias antagonistas (como ácidos orgânicos, espécies reativas de 

oxigênio e bacteriocinas) (Hütt et al., 2006). Todos os efeitos mencionados 

anteriormente foram observados em experimentos com administração prévia de 

probióticos e infecçãoposterior por S. Typhimurium em modelo murino, evidenciando a 

importância do consumo diário e contínuo do micro-organismo probiótico em 

concentrações adequadas. 

 

1.1.5. Leites fermentados probióticos 

Uma importante forma de veiculação de Lactobacillus spp. probióticos é por 

meio de leites fermentados contendo micro-organismos do gênero, seja como a própria 

cultura fermentadora do leite ou como cultura probiótica adicionada ao produto final, 

como é o caso de iogurtes contendo micro-organismos probióticos que não 

necessariamente participam como cultura “starter”.  

A utilização e divulgação de alimentos contendo micro-organismos probióticos 

teve destacado início no Japão, onde o FOSHU (“Foods For Specified Health Use”), um 

programa governamental, foi introduzido a fim de desvincular os alimentos funcionais 

dos produtos farmacêuticos e alopáticos. O FOSHU foi criado com o propósito de 

reduzir os gastos com saúde pública e conter, principalmente, o avanço de doenças 

crônico-degenerativas em idosos. Nesse contexto, o cientista Minoru Shirota, apoiado 

pelo presidente da Yakult, pôde colocar em prática sua máxima: “prevenir doenças mais 

do que tratá-las; um intestino saudável leva a uma vida longa” por meio da venda dos 

famosos leites fermentados que tem o primeiro nome do dono da empresa, Yakult 

Honsha.  Um dos primordiais e mais famosos micro-organismos probióticos produtores 

de ácido lático, L. casei Shirota, foi então apresentado comercialmente e conquistou um 

enorme sucesso que se mantém até a atualidade (Heasman e Mellentin, 2001). Os 
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micro-organismos mais frequentemente utilizados nos leites fermentados, atualmente, 

são as bactérias produtoras de ácido lático, as quais são encontradas em altos níveis 

populacionais no intestino do homem e de animais saudáveis e são consideradas pela 

“Food and Drug Administration” (FDA) como aquelas Geralmente Reconhecidas como 

Seguras - em tradução livre do termo “Generally Recognized as Safe” (GRAS). Fazem 

parte deste grupo, principalmente, espécies dos gêneros Bifidobacterium (que não 

pertencem ao grupo de bactérias ácido láticas) – como B. breve, B. bifidum, B. lactis e 

B. longum – e Lactobacillus – como L. acidophilus, L. casei, L. fermentum, L. johnsonii, 

L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus, dentre outros utilizados menos 

frequentemente (Nagpal et al., 2012).  

Diversos trabalhos avaliam o efeito protetor de lactobacilos veiculados por meio 

de leites fermentados, como Galdeano et al. (2015), que, frente à infecção por S. 

Typhimurium, observaramresposta protetora de uma amostra de L. paracasei em leite 

fermentado, sendo esta mediada pela o aumento na produção de IL-10 por macrófagos 

peritoneais e esplênicos.Resultado este que realça a importância da manutenção de um 

estado regulatório anti-inflamatório para a proteção frente ao patógeno mencionado, 

conforme já bem descrito em tópicos prévios. Essa resposta, de acordo com os autores, 

é mediada principalmente pela PRR TLR-2 e também, em alguma escala, pela TLR-4. 

Além disso, os autores mostraram que a expressão e liberação de IL-10 é dose 

dependente, sendo a dose mais eficaz 106-107 UFC/ml de leite fermentado. 

No que diz respeito à legislação vigente no Brasil, a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA, 2008) estipula que a quantidade mínima viável para os 

probióticos deve estar situada na faixa de 108 a 109 UFC na recomendação diária do 

produto pronto para o consumo, conforme indicação do fabricante. Valores menores 

podem ser aceitos, desde que a empresa fornecedora do produto comprove sua eficácia. 

A documentação referente à comprovação de eficácia deve incluirlaudo de análise do 

produto que comprove a quantidade mínima viável do micro-organismo até o final do 

prazo de validade; teste de resistência da cultura utilizada no produto à acidez gástrica e 

aos sais biliares; quantidade do probiótico em UFC, contida na recomendação diária do 

produto pronto para consumo que deve ser declarada no rótulo, próximo à alegação de 

funcionalidade. 

A legislação ainda torna obrigatória a impressão do seguinte texto no rótulo dos 

referidos produtos: “O (indicar a espécie do micro-organismoprobiótico) contribui para 
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o equilíbrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar associado a uma alimentação 

equilibrada e hábitos de vida saudáveis. ” 

Os micro-organismos L. delbrueckii ssp. bulgaricus e Streptococcus salivarius 

subsp. thermophilus foram retirados da lista mostrada a seguir tendo em vista que, além 

de serem espécies necessárias para produção de iogurte, não possuem efeito probiótico 

cientificamente comprovado. 

A lista de micro-organismos probióticos prevista na legislação brasileira inclui: 

“Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus caseishirota, Lactobacillus casei var. 

rhamnosus, Lactobacillus casei var. defensis, Lactobacillus paracasei, Lactococcus 

lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis (incluindo a subespécie 

lactis), Bifidobacterium longum, Enterococcus faecium. ” 

O documento da ANVISA citado no texto foi publicado em 2008 e sofreu 

algumas atualizações desde então, porém, no que diz respeito aos probióticos, apresenta 

algumas informações desatualizadas principalmente no que diz respeito à taxonomia dos 

micro-organismos mencionados.L. casei shirota deveria ser L. casei Shirota ou shirota 

assim como L. casei var. defensis deveria ser L. casei Defensis ou defensis, visto que o 

último nome é uma denominação comercial (assim como o shirota) e não uma 

nomenclatura científica.  L. casei var. rhamnosus é atualmente reconhecido como 

espécie L. rhamnosus (Pimentel, 2011). Além disso, outros micro-organismos com 

características probióticas comprovadas em estudos científicos e já citados no presente 

trabalho poderiam ter a sua inclusão considerada na lista como: Bifidobacterium breve, 

Lactobacillus fermentum, L. johnsonii,L.plantarum e a levedura Saccharomyces 

boulardii (Migowski e Pugliese, 2009), sendo alguns desses inclusive já utilizados em 

produtos com alegações probióticas no Brasil. 

 

2. JUSTIFICATIVA 

 

Muita atenção tem sido dada aos efeitos benéficos vinculados ao consumo 

regular de produtos probióticos, principalmente no que diz respeito à manutenção de 

uma microbiota intestinal saudável e a consequente e desejável modulação do sistema 

imune. A utilização de micro-organismos que possuem eficácia comprovada é cada vez 

mais comum, especialmente quando são espécies pertencentes à microbiota, como é o 

caso dos lactobacilos. Estudos que documentam os benefícios dos probióticos têm 
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focalizado, dentre seus inúmeros benefícios, a prevenção e o tratamento de infecções 

gastrointestinais.  Assim, evidências científicas comprovando o potencial dos 

probióticos na melhora da qualidade de vida de pessoas com distúrbios intestinais 

sustentam um tema promissor.  

Atualmente, um dos principais veículos de micro-organismos probióticos são os 

derivados lácteos, como leites fermentados, iogurtes e queijos. Devido a algumas 

semelhanças entre as microbiotas do leite, seus derivados e aquela existente no trato 

gastrointestinal humano, pesquisas vêm sendo desenvolvidas buscando elucidar o 

potencial probiótico de micro-organismos isolados destes sítios. Essas pesquisas têm 

por objetivo desenvolver um produto não só com potencial probiótico, mas que também 

não apresente incompatibilidades tecnológicas com o derivado lácteo funcional a ser 

produzido e comercializado. 

A salmonelose é um problema de saúde pública que representa um custo 

econômico e social significativo para muitos países, especialmente aqueles em 

desenvolvimento. Os transtornos causados por linhagens de Salmonella spp. resistentes 

a diversos antimicrobianos têm aumentado, tornando a sua erradicação cada vez mais 

complexa para a medicina. Um dos principais incentivos à pesquisa com probióticos é 

justamente compensar o crescente problema relacionado à antibioticoterapia, já que a 

sua utilização contribui para evitar a seleção de bactérias resistentes e, em muitos casos, 

previne a ação de agentes patogênicos, dimunuindo a necessidade do emprego de 

antimicrobianos de última geração. 

Nesse sentido, a criação de produtos com apelo probiótico contendo bactérias 

ácido láticas isoladas de queijo Minas artesanal - como os lactobacilos – e veiculadas 

por meio de leites fermentados, apresenta-se como uma importante contribuição no 

enfrentamentodo problema causado por doenças como a salmonelose, tendo em vista 

que essa é uma doença de relevância mundial entre os humanos e que o modelo murino, 

causado por S. Typhimurium, reproduz de forma fidedigna a doença humana causada 

por S. Typhi. 

Além disso, as culturas probióticas hoje comercializadas no Brasil, 

especialmente aquelas para uso em alimentos funcionais, são comercializadas por 

empresas multinacionais que influenciam os preços, geralmente elevados, desses 

produtos. Então, a criação e desenvolvimento de culturas probióticas de origem 

brasileira apresenta-se como um importante fator de autonomia e equilíbrio nesse 

cenário 
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3. OBJETIVOS 

  

3.1. Objetivo geral 

 

Avaliar o potencial probiótico de lactobacilosisolados de queijo Minas artesanal 

da Serra da Canastra in vitro e in vivo em infecção experimental contra S. Typhimurium 

e produzir leites fermentados funcionais. 

 

3.2. Objetivos específicos 

  

1 - Produzir leites fermentados contendo lactobacilos selecionados e compara-los por:   

a) análise sensorial após 15 dias (considerado uma validade de 30 dias para 

leites fermentados) de armazenamento sob refrigeração; 

b) viabilidade em outras apresentações comerciais, como a liofilização, durante 

três meses de armazenamento sob refrigeração. 

 

2 - Avaliar a capacidade probiótica in vitro de lactobacilos isolados de queijo Minas 

artesanal. 

 

3 - Avaliar a capacidade probiótica in vivo dos lactobacilosselecionados, em leite 

fermentado, determinando:  

a) a capacidade de colonização do trato gastrointestinal de camundongos isentos 

de germes e a manutenção do efeito antagonista após passagem pelo trato 

gastrointestinal;  

b) a taxa de mortalidade e o desenvolvimento ponderal em camundongos 

convencionais, tratados ou não com lactobacilos e desafiados com 

Salmonella Typhimurium;  

c) a intensidade da translocação daSalmonella Typhimurium para o baço e o 

fígado de camundongos isentos de germese convencionais, tratados ou não 

com lactobacilos e desafiado com o patógeno;  

d) as citocinase modulação das respostas inflamatórias (ou da regulação da 

inflamação) envolvidas no efeito protetor (ou não) local, no íleo, dos 

lactobacilos no modelo infeccioso estudado; 
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e) a variação global da microbiota do íleo dos camundongos utilizados nos 

grupos experimentais anteriores, assim como a variação específica dos 

grupos: Lactobacillus spp. e Salmonella Typhimurium. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1. Animais 

 

Foram utilizados camundongos isentos de germes e convencionais, de 21 a 23 

dias de idade, de ambos os sexos, da linhagem SwissNIH (Taconic Farms, 

Germantown, EUA). Foram também utilizados camundongos da linhagem BALB/c, na 

condição de SPF (“specific pathogen free”), com a mesma idade e somente do sexo 

masculino. Os animais isentos de germes foram propagados no biotério de 

Gnotobiologia do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da Universidade Federal de 

Minas Gerais (UFMG), sendo mantidos em isoladores flexíveis do tipo Trexler 

(Standard Safety Equipment Company, McHenry, EUA) e manuseados de acordo com 

técnicas já estabelecidas (Pleasants, 1974) e adaptadas às nossas condições (Silva, 

1986). Os animais BALB/cconvencionais foram provenientes do Biotério Central da 

UFMG. Todos os animais convencionaisforam mantidos no biotério do Departamento 

de Microbiologia (de nível NB2) em mini isoladores do modelo ALE.MIL.01.03 da 

marca Alesco (Alesco, Monte Mor, São Paulo, Brasil).  

Os animais convencionais, durante a experimentação, receberam ad libitum 

ração sólida (Nuvilab Nuvital, Curitiba, Brasil) e água filtrada e foram mantidos em 

estante ventilada da marca Alesco com controle de umidade (60-80%), de temperatura 

(22-24oC) e com ciclo diurno/noturno de 12 horas. Para os experimentos com animais 

isentos de germes, os mesmos receberam ad libitum ração sólida (Nuvilab Nuvital, 

Curitiba, Brasil) e água, esterilizadas por calor úmido. Durante os experimentos, os 

animais foram mantidos em mini isolador tipo II da marca UNO (Uno Roestvaststaal 

BV, Zevenaar, Holanda) em estante ventilada da marca Alesco nas condições 

ambientais similares às dos animais convencionais. 

 

 

 

 



23 

 

4.1.1. Manejo dos animais e aspecto ético 

 

A manutenção e a experimentação nos animais foram conduzidas respeitando as 

normas do “Colégio Brasileiro de Experimentação Animal” (COBEA, 2006).  A 

realização do presente trabalho de pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) da UFMG sob o número 380/2013, com validade até 11/03/2019 

(anexo 1). 

 

4.2. Micro-organismos 

 

4.2.1. Lactobacilos 

 

As espécies de lactobacilos utilizadas neste estudo foram isoladas e 

caracterizadas no Departamento de Tecnologia e Inspeção de Produtos de Origem 

Animal (DTIPOA) da Escola de Veterinária (EV) da UFMG. Os lactobacilos foram 

isolados de queijo Minas artesanal do estado de Minas Gerais e identificadas por testes 

morfotintoriais e respiratórios seguidos de PCR ARDRA 16S-23S (Tannock et al., 

1999) por Resende et al. (2011). As espécies de lactobacilos foram também pré-

avaliadas quanto ao seu potencial probiótico in vitro por Costa et al. (2013) por meios 

dos testes de antagonismo contra micro-organismos patogênicos e não-patogênicos de 

referência pela técnica de difusão em camada dupla de ágar; susceptibilidade a 

antimicrobianos; sensibilidade ao suco gástrico e sais biliares. Dentre os micro-

organismos isolados analisados, as amostras das seguintes espéciesforam selecionadas: 

Lactobacillus casei B5, Lactobacillus plantarum B7 e Lactobacillus rhamnosus B4 e 

D1. Como controle positivo, foi utilizada uma cultura conhecidamente probiótica da 

espécie Lactobacillus paracasei (identificada nesse trabalho com a sigla LP) isolada de 

um leite fermentado comercial. As culturas foram mantidas a -30°C em caldo De Man, 

Rogosa e Sharpe (MRS, Difco, Detroit, EUA), adicionado de 20% de glicerol 

esterilizado. As ativações foram feitas em caldo MRS, a 37C, por 18 horas, em 

aerobiose. Após ativação, as culturas foram cultivadas em caldo MRS, a 37C, por 18 

horas, em aerobiose.   
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4.2.2. Micro-organismos patogênicos 

 

A linhagem de Salmonellaenterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium (S. 

Typhimurium), de origem humana, utilizada nas infecções experimentais nos 

camundongos, pertence ao Laboratório de Ecologia e Fisiologia de Micro-organismos 

(LEFM) do ICB/UFMG. As ativações foram feitas em caldo Brain Heart Infusion (BHI, 

Acumedia, Lasing, EUA), por 18 horas, a 37oC, em aerobiose. 

 

4.3. Desenvolvimento de um produto funcional 

 

4.3.1. Preparo do leite fermentado 

 

O leite em pó desnatado da marca Molico (Nestlé, São Paulo, Brasil) foi 

reconstituído a 10% em água destilada, adicionado de sacarose a 10% e submetido a 

tratamento térmico a 121ºC por 15 minutos. Os lactobacilos potencialmente probióticos 

foram então utilizados individualmente para a fermentação deste leite, sendo 

determinada a sua curva de fermentação por contagem de bactérias ácido-lácticas 

(UFC/ml) - em ágar MRS (Difco), incubadas a 37ºC, em aerobiose, por 12 horas - em 

intervalos de seis horas, desde o tempo zero até a coagulação do leite.  

Os lactobacilos utilizados individualmente para a fermentação do leite foram 

ativados duas vezes em 5ml de caldo MRS (Difco) a 37ºC por 18 horas em aerobiose. 

Uma alíquota da cultura ativada (2%) foi então transferida para 700 ml de leite 

reconstituído e esterilizado, sendo em seguida incubado a 37ºC, em aerobiose, por 

tempo necessário até a coagulação do leite, em geral 12 horas. 

O leite fermentado foi então armazenado entre 4 e 7ºC e foram realizadas 

análises físico-químicas e microbiológicas previstas no Regulamento Técnico de 

Identidade e Qualidade (RTIQ) de leites fermentados (Brasil, 2007). As análises físico-

químicas realizadas foram: determinação de pH (com auxílio de pHmetro digital 

Gehaka PG1800, São Paulo, Brasil) e determinação de acidez titulável (g/100g de ácido 

lático, de acordo com IDF, 1991). As análises microbiológicas realizadas foram: 

enumeração (em triplicata) de micro-organismos ácido láticos em ágar MRS 

(Acumedia) nas diluições de 10-1 a 10-7, após plaqueamento por “spread-plate” e 

incubação por 48 horas, 37ºC, em aerobiose. Todas as análises foram realizadas em 
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triplicata nos dias um, sete e 15 de estocagem (adaptado de IDF, 1997). Também foram 

realizadas análises microbiológicas para avaliação da curva de crescimento dos 

lactobacilos a seis e 12 horas após adição do inóculo de lactobacilos em leite estéril, à 

semelhança do que foi descrito anteriormente. 

 

4.3.2. Análise sensorial do leite fermentado 

 

A avaliação sensorial dos leites fermentados individualmente por lactobacilos foi 

realizada por provadores não treinados e maiores de idade, como estudantes, professores 

e funcionários da UFMG, que tinham interesse e/ou hábito de consumir leite 

fermentado, de acordo com o realizado por Viegas et al. (2010). As amostras de leites 

fermentados aos 15 dias de estocagem, codificadas com sequências aleatórias de três 

dígitos, foram servidas aos provadores, dentro de cabines individuais, em porções de 30 

ml em copos de plástico incolores a temperatura não superior a 10ºC. Os provadores 

receberam ficha contendo escala hedônica de cinco pontos, na qual foi solicitada a 

expressão da opinião em termos de sabor de acordo com os seguintes critérios: 1 = 

Desgostei muito, 2 = Não gostei, 3 = Não gostei nem desgostei, 4 = Gostei, 5 = Gostei 

muito. Os provadores também foram solicitados a avaliar as amostras quanto à sua 

intenção de compra dos leites fermentados, indicando se comprariam ou não cada um 

dos produtos avaliados. Além disso, foi colocado um espaço para observações ao lado 

de cada uma das amostras que era de preenchimento opcional. A realização das análises 

sensoriais foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa (COEP) da UFMG sob o 

número de parecer 551.074 (anexo 2). 

 

4.3.3. Liofilização dos lactobacilos em matriz láctea 

 

A técnica de liofilização utilizada foi adaptada do trabalho de Bolla et al. (2010). 

Cada cultura individual de lactobacilo duplamente ativada em 5ml de caldo MRS 

(Difco) foi centrifugada em tubo cônico plástico estéril por 10.000g por 10minutos. 

Cada amostra foi lavada duas vezes com solução salina (NaCl 0,9%). Os precipitados 

foram então suspendidos em 1ml de leite desnatado estéril (Skim milk, Difco) a 10%.  

As suspensões microbianas foram individualmente transferidas para frascos de vidro 

estéreis que foram instantaneamente congelados emnitrogênio líquido e, posteriormente, 

desidratados em liofilizador (modelo K105, Liotop, Brasil) por 24horas a uma 
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temperatura de -98ºC e pressão de 10 mmHg. Finalizado o processo deliofilização, os 

frascos foram selados com tampa de borracha e lacre de alumínio. Asamostras foram 

então armazenadas sob refrigeração entre 4 e 7ºC. A viabilidade das culturas foi 

mensurada logo antes e logo depois da liofilização e, mensalmente, ao longo de três 

meses em armazenamento sob refrigeração. As contagens foram realizadas em 

triplicata, em ágar MRS (Acumedia) (nas diluições de 10-1 a 10-7) após plaqueamento 

em “spread-plate” e incubação por 48 horas, 37ºC, em aerobiose. 

 

4.4. Ação probiótica frente à infecção por S. Typhimurium 

 

4.4.1. Antagonismo in vitrocontra S. Typhimurium 

 

 As análises realizadas por Costa et al. (2013) contemplaram o 

antagonismo a patógenos de referência pela técnica de difusão em camada dupla de ágar 

propostaproposta por Tagg et al. (1976). A fim de elucidar os mecanismos pelos quais 

os lactobacilos exercem antagonismo contra a amostra de salmonela utilizada para os 

testes in vivo, outros testes foram realizados.  

O teste de atividade antimicrobiana dos lactobacilos contra salmonelas 

conhecido como teste de co-cultivo foi realizado para avaliar a capacidade de 

antagonismo direto da cultura produtora contra cultura reveladora. Diferentemente da 

técnica de difusão em camada dupla de ágar, na qual somente o antagonismo por 

substâncias produzidas pela cultura produtora contra culturas reveladoras pode ser 

observado, o método em questão, proposto por Hütt et al. (2006), consiste em cultivar 

as amostras de lactobacilos e salmonela previamente ativadas (caldo MRS - Difco, para 

lactobacilos, 24 horas, e BHI - Acumedia, para salmonela, a 37ºC, 24 horas, em 

aerobiose), em inóculos de 1%, em caldos MRS e BHI por 18 horas. Após esse período, 

alíquotas de 100 μl das diluições seriadas de cada produto de co-cultivo são semeadas 

por técnica de “spread plate”em ágar MacConkey (Acumedia) e incuba-se as placaspor 

24horas, a 37oC, em aerobiose. O resultado dessa incubação foi então comparado com o 

resultado do crescimento controle da salmonela que não foi submetida ao co-cultivo 

com as culturas produtoras de lactobacilos. 

O teste de antagonismo pelo sobrenadante das culturas, também proposto por 

Hütt et al. (2006), visou avaliar a importância de substâncias produzidas pelas culturas 

de lactobacilos no antagonismo contra patógenos. Esse teste consistiu na centrifugação 
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(5.000g por cinco minutos) de uma cultura duplamente ativada, coleta do líquido 

sobrenadante e esterilização por filtração em 0,22μm utilizando filtros Millex (Merck 

Millipore, Darmstadt, Alemanha). O micro-organismo revelador (S. Typhimurium) foi 

adicionado em um inóculo de 1% (após dupla ativação) a esse sobrenadante e incubado 

por 18 horas. Suas diluições seriadas foram semeadas (por “spread-plate” em alíquotas 

de 100 μl) em ágar MacConkey (Acumedia) e as placas foram incubadas por 24 horas, a 

37oC, em aerobiose. Os sobrenadantes dos cultivos de lactobacilos foram produzidos em 

meio neutro BHI, Acumedia), à semelhança da metodologia executada em meio MRS 

(Difco), para avaliara influência do ácido no antagonismo dos lactobacilos contra 

salmonela. Tal tipo de avaliação não é possível ser realizada no antagonismo pelo teste 

de difusão em camada dupla de ágar. Os experimentos foram realizados em duas 

repetições e cada uma delas em triplicata. 

 

4.4.2. Experimentação in vivo 

Delineamento experimental 

Animais BALB/c convencionais (machos, 3-4 semanas de vida) 

 

1. Sacrifício (por deslocamento cervical) no dia zero dos animais controle para a 

sua utilização em todos os experimentos abaixo citados; 

2. Tratamento diário (intragástrico) com leite fermentado (por amostras de 

Lactobacillus) diário (108 UFC) – dia um ao dia sete; 

3. Sacrifício (por deslocamento cervical) nos dias três e sete para análises citadas 

nos itens 8, 9 e 10 abaixo citados; 

4. Infecção intragástrica com S. Typhimurium (106 UFC) – dia sete; 

5. Tratamento diário (intragástrico) com leite fermentado (por amostras de 

Lactobacillus) diário (108 UFC) – dia oito até o final do experimento; 

6. Sacrifício (por deslocamento cervical) nos diastreze (cinco dias de desafio) e 

quinze (sete dias de desafio) para as análises dos itens 7, 8, 9 e 10; 

7. Avaliação da translocação para baço e fígado; 

8. Avaliação qualitativa e quantitativa de histologia do fígado e íleo (em 

rocambole); 

9. Avaliação da expressão relativa (mRNA) das citocinas no íleo por qPCR; 
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10. Avaliação da microbiota do conteúdo do íleo por métodos de sequenciamento de 

nova geração (Illumina MiSeq) do DNA total das fezes; 

11. Avaliação da mortalidade – dos dias oito ao 28; 

12. Avaliação do desenvolvimento ponderal – dos dias oito ao quinze. 

 

Animais Swiss NIH isentos de germes (machos, 3-4 semanas de vida)  

 

1. Sacrifício (por deslocamento cervical) no dia zero dos animais controle para a 

sua utilização em todos os experimentos abaixo citados; 

2. Monoassociação (intragástrica) com leite fermentado (por amostras de 

Lactobacillus) (108 UFC) nodia um; 

3. Sacrifício (por deslocamento cervical) no diaseis para análises citadas nos itens 

4, 8 e 9 abaixo citados; 

4. Acompanhamento da eficiência da monocolonização e do antagonismo ex-vivo; 

5. Infecção intragástrica com S. Typhimurium (105 UFC) – dia sete; 

6. Sacrifício (por deslocamento cervical) nos dias doze (quatro dias de desafio), 

treze (cinco dias de desafio) e quatorze (seis dias de desafio) para avaliaçãopara 

análises citadas nos itens 7, 8, 9 e 10 abaixo citados; 

7. Avaliação da translocação para baço e fígado; 

8. Avaliação qualitativa e quantitativa de histologia do fígado e íleo (em 

rocambole); 

9. Avaliação da expressão relativa (mRNA) das citocinas no íleo por qPCR; 

 

4.4.2.1. Tratamento dos animais convencionais, capacidade de monoassociação dos 

lactobacilos em animais isentos de germese antagonismo ex vivo contra S. 

Typhimurium 

 

Os animais convencionais (da linhagem BALB/c) receberam inóculo diário de 

0,1ml do leite fermentado de cada lactobacilo contendo 109 UFC/ml e os animais do 

grupo controle receberam 0,1ml de leite estéril não fermentado, via intragástrica (por 

gavagem), desde sete dias antes do desafio com a bactéria patogênica e até o final do 

período experimental (Martins et al., 2010).  
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Os animais isentos de germes (Swiss NIH) receberam inóculo único de 0,1ml do 

leite fermentado de cada lactobacilo contendo 109 unidades formadoras de colônias 

(UFC) por ml.  O sucesso da monoassociação foi avaliado pela determinação do nível 

populacional dos lactobacilos nas fezes dos camundongos cinco dias após a 

monoassociação. As fezes foram colhidas por estimulação anal, pesadas e submetidas a 

diluições decimais em salina peptonada (NaCl 0,9%; Peptona Bacteriológica 0,1%) 

esterilizada. As diluições selecionadas foram semeadas (alíquotas de 100μl)em ágar 

MRS (Acumedia) para enumeração bacteriana, por “spread plate”, sendo as placas 

incubadas em aerobiose, a 37°C, por até 48 horas. Os resultados foram expressos como 

média do log10 do número de UFC por grama de fezes de três animais de cada grupo 

experimental (Martins et al., 2010).  

Todos os experimentos, exceto o de mortalidade, desenvolvimento ponderal e 

translocação, tiveram um grupo somente tratado com (ou monoassociado a partir de) 

leite fermentado pelos lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal (ou controle 

positivo) por sete dias, para avaliação do efeito isolado da administração de cada um 

destes micro-organismos potencialmente probióticos nos diversos experimentos in vivo. 

Os experimentos de microbiota contaram com um grupo experimental para cada 

lactobacilo testado que recebeu somente por três dias o leite fermentado, a fim de se 

avaliar um possível efeito precoce da administração destes micro-organismos. O 

número de animais para cada grupo citado acima foi de três. 

O antagonismo ex vivo foi realizado com as fezes dos animais monoassociados 

de acordo com o proposto por Alvim et al. (2016). Uma amostra de fezes (com 

aproximadamente 50mg de fezes) de cada um dos animais foi inserida individualmente 

no centro da gelose de uma placa com ágar MRS (Acumedia). As placas com as fezes 

foram incubadas a 4ºC durante 24horas para que as substâncias pudessem se difundir no 

ágar não permitindo o crescimento exagerado dos lactobacilos. Após esse período, as 

fezes foram tratadas com vapor de clorofórmio por 30minutos para eliminar qualquer 

micro-organismo das fezes e da superfície do ágar. Um cultivo recente deS. 

Typhimurium foi então vertido sobre a superfície do ágar em meio BHI (Acumedia) 

semissólido (0,75%) contendo 106UFC (em alíquota de 10μl em 4 ml de meio 

semissólido). As placas foram então incubadas a 37ºC, por 24horas, em aerobiose e, ao 

final desse período, os halos de inibição foram medidos com o auxílio de um 

paquímetro digital Mitutoyo (São Paulo, Brasil).Os experimentos foram realizados em 

duas repetições. 
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4.4.2.2. Desafio com S. Typhimurium 

 

O inóculo de S. Typhimurium foi feito a partir de uma cultura crescida em caldo 

BHI por 18horas a 37°C, submetida ou não a diluições sucessivas em salina tamponada 

esterilizada, sendo a concentração alcançada 108 UFC/ml. Os animais dos grupos 

controle e experimentais receberam, no dia do desafio, um inóculo de 0,1 ml contendo 

106(BALB/c) ou 105(isentos de germes) UFC, por via intragástrica. A confirmação da 

viabilidade do inóculo e as contagens bacterianas das fezes dos animais foram feitas em 

ágar MacConkey (Acumedia) após até 24horas de incubação a 37ºC, em aerobiose 

(Martins et al., 2010). 

Os grupos experimentais tiveram três animais por grupo, exceto nos 

experimentos de mortalidade e desenvolvimento ponderal, que tiveram 12 animais por 

grupo. Os desafios consistiram de uma dose única do patógeno, sendo os efeitos da 

doença, com ou sem tratamento préviode leites fermentados por lactobacilos isolados de 

queijo Minas artesanal, avaliados, para animais convencionais BALB/c, cinco ou sete 

dias após o início da infecção. Para os animais Swiss NIH isentos de germes, essa 

avaliação foi realizada nos dias quatro, cinco e  seis após o início da infecção.  

Os inóculos e tempos de avaliação do efeito da doença após desafio foram 

diferentes para animais convencionais e isentos de germes devido à experiência do 

nosso grupo com esses distintos modelos experimentais, onde a doença se manifesta de 

forma mais intensa e aguda nos animais isentos de germe quando comparados aos 

animais convencionais (Mendonça et al., 2014).  

 

4.4.2.3. Determinação da mortalidade e acompanhamento do desenvolvimento 

ponderal em decorrência da infecção experimental por S. Typhimurium em 

camundongos convencionais previamente tratados ou não com leite fermentado 

por lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal 

  

Os lactobacilos foram testados quanto à sua capacidade de proteger 

camundongos convencionais em desafio experimental contraS. Typhimurium. A 

mortalidade devido à inóculos intragástricos de S. Typhimurium foi determinada em 

animais convencionais desafiados no sétimo dia apóso tratamento com leites 

fermentados (individualmente por cada uma das amostras de lactobacilos). Cada grupo 
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foi constituído de 12 animais e odesenvolvimento ponderal entre o primeiro e o sétimo 

dia pós-desafio também foi avaliado (Silva et al., 2004).  

 

4.4.2.4. Determinação da translocação de S. Typhimurium em animais isentos de 

germes monoassociados ou não e em animais convencionais tratados com leite 

fermentado por lactobacilos isolados de queijo Minas artesanalou não 

 

Amostras de baço e fígado foram pesadas e submetidas a diluições decimais em 

salina peptonada esterilizada. Alíquotas de 0,1ml das diluições selecionadas foram 

semeadas em ágar MacConkey (Acumedia) e as placas foram incubadas por até 24horas 

de incubação a 37ºC, em aerobiose, para enumeração de S. Typhimurium nos dias 

quatro, cinco e seis após o desafio com S. Typhimurium. Os resultados foram expressos 

como média do log10 do número de UFC por grama de fezes de três animais de cada 

grupo experimental (Martins et al., 2007).  

Protocolo semelhante foi executado com os animais convencionais. Porém, os 

animais machos BALB/c receberam leite fermentado por lactobacilos isolados de queijo 

Minas artesanal (ou controle positivo) diariamente, sete dias antes do desafio e nos dias 

subsequentes ao desafio, que foram cinco e sete neste modelo experimental. 

 

4.4.2.5. Avaliação histológica do íleo e fígado de animais isentos de germes 

monoassociados ou não, animais convencionais tratados com leite fermentado por 

lactobacilos isolados de queijo Minas artesanalou não e desafiados com S. 

Typhimurium ou não 

 

Amostras do fígado e doíleo (em “rocambole”) dos camundongos 

convencionaise isentos de germesexperimentais e controles (positivo e negativo) foram 

submetidas a um exame histológico. Os camundongos pertencentes a cada um dos 

grupos foram sacrificados por deslocamento cervical no dia cincoapós o desafio com S. 

Typhimurium em animais isentos de germe e em camundongos BALB/c convencionais. 

As amostras foram fixadas em formaldeído 4% tamponado e processadas para inclusão 

e microtomia em parafina. Foram executados cortes de 3 a 5 μm de espessura e os 

fragmentos assim obtidos foram corados em hematoxilina-eosina (HE). Os fragmentos 

das amostras codificadas foram observados sequencialmente por um mesmo patologista 

do laboratório do Prof. Geovanni Cassali Datas, do Laboratório de Patologia 
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Comparada (LPC), do Departamento de Patologia Geral (DPG) do ICB (UFMG), que 

não teve acesso ao significado dos códigos. As amostras foram decodificadas somente 

após o laudo ter sido emitido pelo patologista (Gulbinowicz et al., 2004). 

Análises quantitativas também foram realizadas. A morfometria foi avaliada por 

meio da medição da altura de 30 vilosidades em três campos no aumento 10x de cada 

animal de cada grupo, totalizando nove campos por animal, por grupo experimental 

(totalizando ao menos 180 medições por grupo), de acordo com o proposto por 

Gulbinowicz et al. (2004). No fígado, os focos inflamatórios foram contados em dez 

campos de cada animal, totalizando ao menos 30 campos por grupo. Focosinflamatórios 

sãodefinidos como: acúmulos de células inflamatórias em número maior que dez 

acompanhados ou não de alterações necróticas no parênquima (Mendonça et al., 2014). 

 

4.4.2.6. Avaliação das citocinas, por meio da expressão relativa de mRNA em 

qPCR, envolvidas no efeito protetor local (íleo)por lactobacilos isolados de queijo 

Minas artesanal em uma infecção por S. Typhimurium 

 

 

 Fragmentos proximais, mediais e distais do intestino delgado dos animais dos 

diferentes grupos experimentais foram coletados imediatamente após a eutanásia e 

foram armazenados em RNAlater (Ambion, Austin, TX, EUA), na proporção de 1:5, em 

ultrafreezer (-80ºC) até o momento da extração de RNA e análise por qPCR. 

 A extração do RNA total seguiu o protocolo de Steinberg et al. (2014). As 

amostras de tecido foram lavadas com água ultrapura Milli-Q® (Merck Millipore, 

Billerica, MA, EUA) para remoção do RNAlater e em seguida, homogeneizadas a 500µl 

de trizol com auxílio de um “ultra-turrax” T10 (IKA, Guangzou, China). As amostras 

foram então incubadas por 5minutos à temperatura ambiente e adicionadas de 100µl de 

clorofórmio P.A. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e agitadas em “vortex” até que 

fosse formada uma única e homogênea fase. As amostras foram então centrifugadas a 

12.000g por 15minutos a 4ºC. Em seguida, o sobrenadante contendo o RNA foi 

cuidadosamente coletado e transferido para um novo microtubo. O sobrenadante 

coletado foi então adicionado de 250µl de isopropanol (2-propanol) de alta pureza 

(Sigma-Aldrich) seguido de incubação à temperatura ambiente por 5minutos. Nova 

centrifugação foi executada, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e 

adicionado de 500µl de etanol 70% (solução com EtOH absoluto, Sigma-Aldrich, e 

água para biologia molecular, Sigma-Aldrich) ao“pellet” mantido ao fundo do 
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microtubo. Novas homogeneização e centrifugação foram conduzidas, os sobrenadantes 

foram descartados e os tubos foram mantidos abertos em estufa a 37ºC para secagem de 

qualquer resíduo de etanol. Por fim, as amostras foram suspendidas em 50µl com água 

ultrapura (Sigma-Aldrich) e mantidas a 60ºC por 30minutos para melhorar a 

homogeneização da amostra, que foi armazenada em seguida a -20ºC. 

 O RNA total foi então tratado para remoção de DNA com o kit “DNAse Turbo® 

I” (Ambion) na proporção de 1µg de RNA para 1 unidade da enzima em um volume 

final de 50µl. As amostras foram incubadas a 37ºC em termociclador “Veriti® 96 Well 

Thermal Cycler” (Applied Byosystems, Foster City, CA, EUA) por 30minutos, seguido 

de inativação da DNAse com 2µl de solução de 15mM de EDTA e incubação, também 

em termociclador, a 75ºC por 10minutos. As amostras foram então ajustadas com água 

ultrapura (Sigma-Aldrich) para que fosse mantida a concentração de 100µg/µl e 

armazenadas a -20ºC. 

 O cDNA das amostras foi produzido com o kit “High Capacity cDNA Reverse 

Transcription” (Applied Biosystems). A quantidade de RNA utilizada foi de 1µg em 

uma solução de volume final de 20µl (2µl de Tampão 10x fornecido pelo fabricante, 

0,8µl de mix de dNTPs 25x a 100mm, 2µl de iniciadores Aleatórios 10x, 1µl de 

Transcriptase reversa a 1UI/µl, 4,2µl de água para biologia molecular e 10µl de 

amostra). As amostras foram incubadas em termociclador com o seguinte 

programa:25ºC, 10 minutos – 37ºC, 120 minutos (90 minutos + 30 minutos) – 85ºC, 5 

minutos. Por fim, 20µl de água ultrapura (Sigma-Aldrich) foram adicionadas às 

amostras, sendoarmazenadas a -20ºC. 

 A avaliação da quantidade relativa da expressão gênica das citocinas IL-6, IL-

10, IFN-γ, TGF-β e TNF-α; a partir dos cDNA obtidos das amostras foi realizada com o 

kit “Quantitect SYBR® Green PCR” da Qiagen (Hilden, Alemanha) de acordo com as 

instruções do fabricante em um “ABI Prism®7900 HT Sequencing Detection System” 

(Applied Biosystems).Os iniciadores para detecção dos genes das citocinas 

mencionadas, assim como para os genes constitutivos de referência GAPDH e β-Actin, 

foram estabelecidos por Giulietti et al. (2001) e estão especificados na tabela 1. 
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Tabela 1. Sequências de iniciadores para citocinas murinas e outros fatores 

relacionados ao sistema imune 

Alvo Sequência (5’-3’) Tamanho (bp) 

IL-6 
FW GAGGATACCACTCCCAACAGACC 

RV AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 
141 

IL-10 FW GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 

RV ACCTGCTCCACTGCCTTGCT 

191 

  

IFN-γ 
FW TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA 

RV TGGCTCTGCAGGATTTTCATG 
92 

TNF-α 
FW CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 

RV TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 
175 

TGF-β1 
FW TGACGTCACTGGAGTTGTACGG 

RV GGTTCATGTCATGGATGGTGC 
170 

GAPDH 
FW TCACCACCATGGAGAAGGC 

RV GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA 
168 

β-actin 
FW AGAGGGAAATCGTGCGTGAC 

RV CAATAGTGATGACCTGGCCGT 
138 

 

4.4.2.7. Análises da variação da microbiota do íleo de camundongos convencionais, 

nos diferentes grupos experimentais, por meio de metodologias de sequenciamento 

de nova geração e de quantificação por meio de qPCR 

 

 Toda a análise (teórica e prática) do sequenciamento de nova geração foi 

desenvolvida em parceria com o laboratório de microbiologia aplicada ENdEMIC da 

Universidade da Antuérpia (UA), sob supervisão da Professora Sarah Lebeer e com 

auxílio dos alunos de doutorado Eline Oerlemans, Sander Wuyts e Wenke Smets. Essa 

análise foi possível graças a esforços conjuntos da equipe mencionada e do 

financiamento do meu doutorado sanduíche pela agência de fomento FAPEMIG, 

realizado em 2015 com duração de três meses. Agradecemos, mais uma vez, a todos os 

envolvidos que possibilitaram essa iniciativa. 

As análises da microbiota do íleo foram realizadas com o DNA total extraído por 

meio do kit “Power Soil® DNA Isolation” (MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA, EUA). 

A plataforma selecionada foi a MiSeq da Illumina® (San Diego, CA, EUA), em que a 

região V4 do gene 16S rRNA foi avaliada, gerando produtos de 250bp.Inicialmente, foi 
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feita uma reação de PCR 16S convencional usando “Phusion® High Fidelity DNA 

Polimerase” (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA), garantindo uma amplificação 

de alta fidelidade, e tambéminiciadores modelados especificamente para os adaptadores 

do kit Illumina®, conforme pode ser conferido na tabela 2 (de acordo com Kozich et al., 

2013). A eficiência da reação foi confirmada em corrida em gel de agarose a 1%. As 

amostras foram então purificadas e normalizadas com o kit “SequalPrep® Normalization 

Plate” (Invitrogen, ThermoFischer) de acordo com as recomendações do fabricante. Um 

“pool” de todas as amostras foi corrido em gel de agarose 1% e, após aparecimento de 

banda com 250bp, a banda foi cortada e purificada com o kit “NucleoSpin® Gel and 

PCR Clean-Up” (Macherey-Nagel, Düren, Alemanha). A quantidade de produto 

amplificado (em ng/ml) foi medida com auxílio de um “QuBit® 3.0 Fluorometer” 

(Invitrogen, ThermoFischer) e a amostra foi então padronizada para uma solução final a 

2nmol. A avaliação da eficácia da reação foi verificada com diluições (1:10.000 e 

1:100.000) da amostra final e diluições de outras reações que já foram realizadas com 

sucesso na plataforma MiSeq da Illumina® por meio do kit “Kapa Library 

Quantification for NGS”, de acordo com instruções do fabricante. Por fim, as amostras 

foram carregadas para leitura no MiSeq da Illumina® utilizando o kit “MiSeq Reagent 

V2” (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, EUA), de acordo com instruções do 

fabricante. 

 Os dados obtidos foram analisados com o software Mothur de acordo com o 

tutorial disponibilizado pela própria equipe que desenvolveu o software em 

http://www.mothur.org/wiki/MiSeq_SOP.Análises complementares e subsequentes 

foram realizadas no software livre R (disponível em https://www.r-project.org/) com 

“script”pertencente ao laboratório ENdEMIC da Universidade da Antuérpia, Bélgica, 

desenvolvido pelo estudante de doutorado Sander Wuyts, ao qual somos especialmente 

gratos. 
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Tabela 2. Iniciadores para sequenciamento de nova geração da plataforma MiSeq 

Illumina®, consistindo do adaptador para a plataforma, uma sequência índice 

(“index”) de 8-nt, uma sequência “pad” de 10-nt e um par nt “link”, além do 

iniciador específico ao gene 

 

Função Sequência 

Adaptador Fw (região V4) 

Adaptador Rv (região V4) 

GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

GGACTACHVGGGTWTCTAAT 

Pad Fw 

Pad Rv 

TATGGTAATT 

AGTCAGTCAG 

Link Fw (V4) 

Link Rv (V4) 

GT 

CC 

Iniciadores i5 Fw utilizados 

SA501  

SA502  

SA503  

SA504  

SA505  

SA506  

SA507  

SA508  

SB501  

SB502  

SB503  

SB504  

SB505  

SB506 

SB507  

SB508  

 

 

ATCGTACG 

ACTATCTG  

TAGCGAGT 

CTGCGTGT 

TCATCGAG 

CGTGAGTG 

GGATATCT 

GACACCGT 

CTACTATA 

CGTTACTA 

AGAGTCAC 

TACGAGAC 

ACGTCTCG 

TCGACGAG 

GATCGTGT 

GTCAGATA 

Iniciadores i7 Rv utilizados 

SA701  

SA702  

 

AACTCTCG 

ACTATGTC 
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SA703  

SA704  

SA705  

SA706  

SA707  

SA708  

SA709  

SA710  

SA711  

SA712  

AGTAGCGT 

CAGTGAGT 

CGTACTCA 

CTACGCAG 

GGAGACTA 

GTCGCTCG 

GTCGTAGT 

TAGCAGAC 

TCATAGAC 

TCGCTATA 

 

 A quantificação por meio de qPCR foi realizada de acordo com o proposto por  

Rinttilä et al. (2004) e Barman et al. (2007). Inicialmente, foi feita a extração do DNA 

total do conteúdo do íleo dos camundongos convencionais com o kit “QIAmp DNA 

stool Mini” (Qiagen). O DNA total de cada amostra foi quantificado com o “NanoDrop 

2000” (ThermoFisher). A extração do padrão de referência de uma amostra de L. 

rhamnosus D1 e da S. Typhimurium foi realizado com auxílio do kit “Wizard® 

Genomic DNA Purification” (Promega Corporation, Madison, WI, EUA) de acordo 

com instruções do fabricante. Ambas amostras foram ativadas e quantificadas (UFC/ml) 

conforme metodologias descritas anteriormente. As amostras de DNA total foram 

padronizadas para cinco, sete ou 10ng/µl e as referências foram padronizadas em 

diluições decimais a partir de uma solução inicial contendo 10ng. Estas escolhas foram 

baseadas nas quantificações encontradas nas amostras e na eficiência relatada pelos 

autores que descreveram o protocolo, no qual, em concentrações acima de 10ng, 

começa-se a perder a eficiência da reação. As análises foram realizadas com o 

“GoTaq®qPCR Master Mix” (Promega Corporation), de acordo com as instruções do 

fabricante, em um “ABI Prism® 7900 HT Sequecing Detection System” (Applied 

Biosystems) com os iniciadores descritos na tabela 3. Os resultados foram ajustados de 

acordo com o “Cycle threshold” (Ct) encontrado para cada amostra, quantificando o 

UFC de acordo com a quantidade (ng) colocado na placa e a sua equivalência de acordo 

com a curva padrão. A curva padrão foi feita a partir do número de cópias 

correspondentes a cada ng da amostra padrão e a relação desta com o Ct encontrado 

para cada diluição aplicada na placa. 
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Tabela 3. Iniciadores específicos para grupos de interesse do conteúdo intestinal de 

camundongos convencionais para DNA 16S bacteriano 

Grupo Alvo Sequência (5’-3’) 

Lactobacillus sp. Fw: AGCAGTAGGGAATCTTCCA 

Rv:CACCGCTACACATGGAG 

Salmonella Typhimurium Fw:TGTTGTGGTTAATAACCGCA 

Rv:GACTACCAGGGTATCTAATCC 

 

4.5. Análises estatísticas 

 

O programa “GraphPad Prism 6.0” (GraphPad Software, San Diego, Califórnia, 

EUA) foi utilizado para a realização de todas as análises estatísticas: 

A maioria dascomparações das médias dos tratamentos foi realizada por meio do 

teste One-way ANOVA, com pós-teste de Tukey, em nível de significância mínimo de 

5% (0,05).   

Outras análises estatísticas foram realizadas com os resultados obtidos e 

incluiram: teste Chi-quadrado, para avaliação da aceitação dos leites fermentados pelas 

diferentes amostras de lactobacilos em análise sensorial;teste Gehan-Breslow-Wilcoxon 

(Mantel-Cox) para a comparação das curvas de sobrevida dos animais tratados com leite 

fermentado por cada uma das amostras de lactobacilos ou não e desafiados com S. 

Typhimurium; teste Two-way ANOVA, com pós-teste de Tukey, para avaliação dos 

testes de antagonismo in vitro e também do desenvolvimento ponderal ao primeiro e 

sétimo dia pós-desafio dos grupos citados; teste exato de Fisher para comparação entre a 

frequência de infiltrados inflamatórios nos fígados dos diversos grupos experimentais 

de camundongos convencionais e isentos de germes; teste One-way ANOVA, com pós-

teste de Sidak, para comparação das citocinas dos grupos convencionais somente com 

seus semelhantes isentos de germes para todas as citocinas testadas e mensuradas; e 

teste Metastats para comparação da abundância dos OTUs na avaliação do microbioma 

do íleo dos camundongos dos diferentes grupos experimentais.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Desenvolvimento de um produto funcional 

 

5.1.1. Avaliação dos parâmetros físico-químicos e microbiológicos do leite 

fermentado durante seu armazenamento 

 

Antes do preparo dos leites fermentados, os lotes de leite em pó utilizados foram 

avaliados quanto aos seus parâmetros físico-químicos e microbiológicos e não 

apresentaram, em nenhuma das análises, resultados fora do recomendado e imposto pela 

legislação vigente (Brasil, 1996). Situação semelhante foi observada para os leites 

fermentados produzidos, que mantiveram-se dentro do padrão ideal de qualidade de 

acordo com a legislação vigente (Brasil, 2007) (dados não mostrados). 

A curva de crescimento dos micro-organismos em leite estéril adicionado de 

10% de sacarose mostrou que, ao final de 12horas, todos atingiram valores superiores 

(exceto pela amostra D1, que atingiu valor próximo, porém não superior) a 108 UFC/ml 

(como pode ser visto na figura 1) o que é desejável para um produto com apelo 

funcional, segundo a legislação vigente (mencionada acima) e artigos de referência (Hill 

et al., 2014) sobre micro-organismos probióticos. 
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Figura 1.  Contagem média de micro-organismos em leite estéril com 10% de 

sacarose incubados a 37ºC.B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: 

L. paracasei (controle positivo) (n=3). 

  A contagem de lactobacilos viáveis durante o armazenamento sob 

refrigeração (4 a 7ºC) também foi avaliada para verificar a capacidade dos micro-

organismos testados em se manter viáveis ao longo de 15 dias. A figura 2 mostra como 

os lactobacilos, em sua totalidade, mantiveram-se viáveis e em concentrações adequadas 

durante todo o período experimental.  
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Figura 2.  Contagem média de micro-organismos em leite estéril com 10% de 

sacarose, após fermentação por 12 horas, ao longo do seu armazenamento sob 

refrigeração (4 a 7ºC). B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. 

paracasei (controle positivo) (n=3). 

 

A acidez titulável também foi mensurada ao longo do armazenamento, a fim de 

se avaliar a pós-acidificação causada pelos lactobacilos isolados de queijo Minas 

artesanal e também do controle positivo (L. paracasei) em matriz láctea. Os resultados 

podem ser observados na figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Acidez titulável média dos leites fermentados por 12horas por 

lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal em leite estéril com 10% de 

sacarose ao longo do seu armazenamento sob refrigeração (4 a 7ºC).B4 e D1: L. 

rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. paracasei (controle positivo) (n=3). 
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 Os resultados físico-químicos e microbiológicos da avaliação do leite 

fermentado mostram que, conforme esperado, os micro-organismos se comportaram 

adequadamente em uma matriz láctea, visto que foram isolados de queijo Minas 

artesanal.  

Os ensaios microbiológicos mostraram que os lactobacilos se mantiveram em 

concentrações adequadas e desejáveis para sua utilização como probióticos em 

alimentos funcionais de matriz láctea. Um painel de especialistas em probióticos reuniu-

se em 2013 para atualizar as definições acerca do tema e estabeleceu que a dose diária 

de 109 UFC de micro-organismos viáveis é a recomendada para um produto com 

alegações funcionais (Hill et al., 2014). Os leites fermentados são geralmente 

comercializados em doses de 100 ml, o que conferiria, no caso de um hipotético produto 

com nossos lactobacilos, uma dose de 109-1010 UFC por dia, em concordância com o 

proposto pelo painel de especialistas supracitado. 

Os ensaios físico-químicos mostram uma pós-acidificação elevada, mas ainda 

dentro de margens aceitáveis e acompanhando o controle positivo utilizado, um 

lactobacilo conhecidamente probiótico isolado de um leite fermentado funcional. Essa 

pós-acidificação pode ser justificada pela manutenção da viabilidade (em contagens 

acima de 108 UFC/ml) das amostras, em leite fermentado, sob armazenamento 

refrigerado (figura 2).  O trabalho de Mendes et al. (2014) mostrou uma pós-

acidificação por lactobacilos em uma matriz láctea (sob refrigeração, durante 15 dias) 

com valores de acidez titulável próximos de 0,7g por 100g de produto. Já o trabalho de 

Gueimonde et al. (2004) avaliou a acidez titulável de leites fermentados comerciais 

contendo L. casei ou L. johnsonii e encontrou valores entre 0,79 e 1,15g por 100g de 

produto.Dessa forma, pode-se inferir que a maioria das amostras apresentou-se em uma 

faixa de pós-acidificação próxima ao que é encontrado na literatura, além do fato de que 

estão dentro da faixa pré-determinada pela legislação vigente (Brasil, 2007), que 

preconiza que os leites fermentados apresentemde 0,6 e 2,0g de ácido láctico por 100 g 

de produto. 
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5.1.2. Análise sensorial dos leites fermentados 

 

 Os resultados da primeira análise sensorial realizada com leites fermentados 

armazenados durante 15 dias sob refrigeração (4 a 7ºC) podem ser observados na figura 

4. 

A      B 

 

Figura 4. Pontuação média obtida em escala hedônica (1-5) avaliando o sabor (A) e 

grau de aceitação (B) de leites fermentados (12horas) e armazenados sob 

refrigeração por 15 dias. B4: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. 

paracasei (controle positivo). *** (p<0,001). Teste: Chi-quadrado (n=114). 

 

 Os resultados observados na análise sensorial com 15 dias de armazenamento 

mostraram uma similaridade (p>0,05) entre as amostras no que diz respeito à avaliação 

de sabor dos produtos apresentados a 114 provadores leigos. As amostras de 

Lactobacillus spp. isoladas de queijo Minas artesanal, nas condições experimentais do 

presente trabalho, equipararam-se ao controle positivo, um lactobacilo isolado de um 

leite fermentado funcional, em avaliação por escala hedônica de cinco pontos. Já na 

aceitação do produto, a amostra de leite fermentado pelo L. plantarum (B7), teve sua 

aceitação estatisticamente inferior (p<0,001) à de todas as outras amostras de leite 

fermentado, que apresentaram aceitação estatisticamente semelhante entre si (p>0,05). 

De acordo com Ott et al. (2000), a acidez tem uma forte influência sobre a 

percepção do sabor em leites fermentados, sendo pouco influente sobre compostos 

aromáticos, mas muito influente em sabores importantes que caracterizam o leite 

fermentado como cítrico, amargo e até mesmo doce.Esses mesmos autores afirmam que 

uma diferença de 0,4 no valor de pH dos leites fermentados é capaz de influenciar a 

percepção da maioria dos sabores presentes nos leites fermentados, como aqueles 
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citados anteriormente, assim como outros sabores: de leite,de queijo, amanteigado e 

rançoso. Na figura 5, pode-se observar que as amostras de leites fermentados pelos 

lactobacilos de amostras B4 e B5 isoladas de queijo Minas artesanal, assim como a 

amostra controle positivo LP, apresentaram valores estatisticamente superiores 

(p<0,001) de pH quando comparadas à amostra B7 de L. plantarum. Esta diferença 

entre o pH das amostras provavelmenteinfluenciouna diferente aceitação entre os leites 

fermentados mencionadas no parágrafo anterior. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. pH médio de leites fermentados por Lactobacillus spp. durante 12 horas e 

armazenados sob refrigeração aos 15 dias. B4: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. 

plantarum, LP: L. paracasei (controle positivo).*(p<0,05), *** (p<0,001). Teste: One-

way anova, pós-teste de Tukey (n=4). 

 

A partir dos resultados encontrados, uma nova análise sensorial foi conduzida 

alterando-se os tempos de fermentação da amostra B7 em matriz láctea, uma vez que 

sua acidificação se dá de forma mais intensa que de outras amostras, assim como sua 

pós-acidificação. Outra amostra, L. rhamnosus (D1), também foi testada nessa análise 

sensorial. Os resultados podem ser observados na figura 6. 
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A        B 

Figura 6. Pontuação média obtida em escala hedônica (1-5) avaliando o sabor (A) e 

grau de aceitação (B) de leites fermentados e armazenados sob refrigeração por 15 

dias. B4 e D1: L. rhamnosus (fermentação de 12horas), B7.1: L. 

plantarum(fermentação de 6horas), B7.2: L. plantarum (fermentação de 

12horas).**(p<0,01). Teste: One-way anova, pós-teste de Tukey (n=38). 

  

 A alteração nos tempos de fermentação da amostra B7 mudou a sua nota média 

em sabor fornecida por provadores leigos, enquanto a nota média do leite fermentado 

por esta amostra de L. plantarumcom tempo de fermentação igual ao tempo das demais 

amostras manteve-seinferior (p<0,001). Curiosamente, o pH entre as amostras não foi 

diferente (dados não mostrados), o que leva a crer que outros compostos produzidos 

pela amostra B7, visto que a amostra é de uma espécie de lactobacilo 

heterofermentadora, devem ser os prováveis responsáveis por essas notas inferiores na 

análise sensorial. A ficha de análise sensorial utilizada dispunha de um espaço de 

preenchimento opcional para possíveis observações sobre cada amostra. A amostra B7.2 

apresentou a crítica de ser muito “azeda” e/ou “ácida” relacionado a baixas notas dadas 

pelos provadores. Isso se deu, provavelmente, pelas maiores proporções de acetato na 

amostra, provenientes da metabolização do piruvato pela degradação da lactose (Leroy e 

De Vuyst, 2004). Ainda referente a essa análise sensorial, não houve diferença (p>0,05) 

entre a aceitação das amostras analisadas, apesar de uma visível inferioridade numérica 

na aceitação da amostra B7.2. Possivelmente, um número maior de provadores (ou um 

painel sensorial formado por provadores treinados) mostraria uma diferença estatística 

referente a essa aceitação. Análises avaliando o perfil de componentes aromáticos 

produzidos na fermentação do leite pelas amostras mencionadas poderia enriquecer a 

discussão dos resultados quanto ao porque da melhor ou pior aceitação por provadores 

leigos a cada uma das amostras. 
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5.1.3. Liofilização dos micro-organismos em matriz láctea 

 

Além do desenvolvimento de um leite fermentado funcional, os micro-

organismos potencialmente probióticos isolados de queijo Minas artesanal (e controle 

positivo) também foram testadosquanto à sua resistência a outras formas de 

armazenamento e utilização tecnológicana qual esse tipo de micro-organismo é 

normalmente veiculado: a liofilização. A liofilização é normalmente uma opção 

considerada para a manutenção de micro-organismos em formulações farmacêuticas, 

como pílulase sachês, de produtos com apelo funcional que tenham o propósito de 

veicular micro-organismos vivos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 7. Contagens médias de lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal 

após liofilização com o criopreservador leite desnatado e armazenados sob 

refrigeração (4 a 7ºC). B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. 

paracasei (controle positivo) (n=2). 

 

A liofilização, no presente trabalho, foi testada exclusivamente com o 

crioprotetor leite desnatado (“skim milk”), devido à melhor adaptação dos nossos 

lactobacilos a uma matriz láctea e pelo fato de ser um crioprotetor comumente usado 

nesta técnica, sendo também conhecidamente eficaz. Os resultados da viabilidade dos 

lactobacilos após liofilização e armazenamento sob refrigeração (4 a 7ºC) podem ser 

observados na figura 7. 
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A amostra B5 de L. casei apresentou o pior desempenho ao longo do 

armazenamento; sendo inferior (p<0,01) às demais amostras após três meses de 

armazenamento; enquanto a amostra B7 de L. plantarum apresentou o melhor 

desempenho, mantendo-se ao longo de todo o período de armazenamento sob 

refrigeração, contagens superiores (p<0,01) às demais amostras. As diferenças 

estatísticas mencionadas foram observadas de acordo com o teste Two-way ANOVA 

com pós-teste de Tukey. A amostra controle positivo mostrou que nem todas as 

amostras utilizadas comercialmente para elaboração de leites fermentados também 

apresentam tolerância tecnológica adequada quando submetidas a processamentos como 

a liofilização, visto que o seu desempenho foi semelhante (p>0,05) ao resultado da pior 

amostra, a B5. As amostras B4 e D1 de L. rhamnosus apresentaram desempenho 

intermediário, mas ainda favorável, visto que mantiveram contagens superiores a 108 

UFC/ml após liofilização e três meses de armazenamento refrigerado. 

O trabalho de Zárate e Nader-Macias (2006) observou, assim como no presente 

trabalho, uma variação da viabalidade entre as amostras testadas, sendo a sua melhor 

amostra um L. acidophilus, que também manteve-se com contagem de 108 UFC/ml de 

micro-organismos viáveis após liofilização e três meses de armazenamento sob 

refrigeração, e uma de suas piores amostras, assim como no presente estudo, uma 

amostra da espécieL. paracasei. Já Otero et al. (2007), avaliando a viabilidade de uma 

amostra de L. gasseri potencialmente probiótica sob condições semelhantes ao presente 

trabalho, observaram quedas de 1-2 logs após três meses de armazenamento pós-

liofilização, ainda que mantendo níveis adequados de lactobacilos viáveis (acima de 

108UFC/ml). A literatura científica reforça, então, que dentro das condições 

experimentais deste estudo, algumas amostras de lactobacilos isolados de queijo Minas 

artesanal apresentam viabilidade adequada após liofilização e armazenamento sob 

refrigeração, sendo este processo físico uma possibilidade de conservação destas 

amostras, de forma viável, em formulações farmacêuticas com apelo funcional, como 

pílulas e sachês, por exemplo. 

5.2. Ação probiótica de lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal frente à 

infecção porS. Typhimurium 

 

5.2.1. Antagonismo in vitrocontra S. Typhimurium 
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 Os resultados do teste de co-cultivo de lactobacilos com S. Typhimurium podem 

ser observados na tabela 4. 

 

Tabela 4. Contagens médias de S. Typhimurium em ágar MacConkey (log10 

UFC/ml) em cultura pura ou em co-cultivo (18horas) com cada lactobacilo em 

caldos BHI ou MRS (n=3) 

Micro-organismo 
Meio de  

co-cultivo 
pH Log UFC/ml 

L. rhamnosus B4 MRS 

BHI 

3,80+0,05a 

6,48+0,35c 

<4,00a 

8,61+0,01b 

L. casei B5 MRS 

BHI 

3,76+0,02a 

6,56+0,27c 

<4,00a 

8,63+0,02b 

L. plantarum B7 MRS 

BHI 

3,79+0,09a 

6,56+0,24c 

<4,00a 

8,54+0,03b 

L. rhamnosus D1 MRS 

BHI 

3,80+0,07a 

6,46+0,31c 

<4,00a 

8,56+0,06b 

L. paracasei LP (C+) MRS 

BHI 

3,82+0,07a 

6,47+0,33c 

<4,00a 

8,61+0,02b 

S. Typhimurium (C-) MRS 

BHI 

5,77+0,33b 

6,56+0,24c 

8,69+0,02b 

8,51+0,35b 

Legenda: C+: controle positivo, C-: controle negativo. Letras distintas representam valores 

estatisticamente diferentes (p<0,01) em uma mesma coluna. Two-way ANOVA com pós-teste de Tukey. 

  

 Conforme pode ser observado na tabela 4, os lactobacilos, quando em meio com 

maior capacidade de acidificação (MRS), produzem substâncias (possivelmenteácidos 

orgânicos) com habilidade de antagonizar S. Typhimurium, visto que, quando em meio 

com menor capacidade de acidificação (BHI), os lactobacilos não foram capazes de 

inibir o crescimento do patógeno. Em experimento semelhante de Hütt et al. (2006), 

diversas amostras de lactobacilos conhecidamente probióticas apresentaram, de acordo 

com uma escala elaborada pelos próprios autores, atividade antagonista média no teste 

de co-cultivo (representada por uma redução na contagem média de salmonela em até 

5,9 ciclos log). Todas as amostras testadas no presente trabalho apresentaram atividade 

antagonista significativa no teste de co-cultivo, quando em meio MRS, por reduzirem 

em até 5,0 ciclos log a contagem de S. Typhimurium. 
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 Os resultados do teste de antagonismo por sobrenadante de lactobacilos contraS. 

Typhimurium podem ser observados na tabela 5. 

 

Tabela 5. Contagens médias (log10 UFC/ml) em ágar MacConkey de S. 

Typhimurium após cultivo (18horas) em sobrenadantes de meio MRS e BHI (n=3) 

Micro-organismo 
Meio do 

Sobrenadante 
pH Log UFC/ml 

L. rhamnosus B4 MRS 

BHI 

4,08+0,11a 

6,31+0,37b 

<4,00a 

8,66+0,04c 

L. casei B5 MRS 

BHI 

4,00+0,13a 

5,89+0,13b 

<4,00a 

8,67+0,01c 

L. plantarum B7 MRS 

BHI 

4,04+0,16a 

6,25+0,67b 

<4,00a 

8,62+0,03c 

L. rhamnosus D1 MRS 

BHI 

3,96+0,01a 

6,35+0,28b 

<4,00a 

8,65+0,04c 

L. paracasei LP (C+) MRS 

BHI 

4,04+0,12a 

5,92+0,27b 

<4,00a 

7,88+0,02b 

S. Typhimurium (C-) MRS 

BHI 

5,77+0,33b 

6,56+0,24b 

8,69+0,02c 

8,51+0,35c 

Legenda: C+: controle positivo, C-: controle negativo. Letras distintas representam valores 

estatisticamente diferentes (p<0,01) em uma mesma coluna. Two-way ANOVA com pós-teste de Tukey. 

 

 Os resultados do teste de antagonismo por sobrenadante de lactobacilos isolados 

de queijo Minas artesanal (e controle positivo) frente a S. Typhimurium evidenciam o 

efeito antagônico direto dos ácidos orgânicos produzidos (como o ácido lático) pelas 

bactérias ácido láticas contra o enteropatógeno em questão. Em trabalho semelhante, 

Hütt et al. (2006) observaram correlação positiva entre o antagonismo a 

enteropatógenos e a produção de ácido lático, assim como correlação negativa entre o 

valor de pH do sobrenadante com a atividade antagonista, confirmando os resultados 

aqui observados e demonstrados. Fayol-Messaoudi et al. (2005), avaliaram a ação 

isolada de ácido lático contra S. Typhimurium assim como a ação de sobrenadantes de 

lactobacilos probióticos comercialmente conhecidos em meio MRS. Semelhantemente 

aopresente estudo, o pH médio desses sobrenadantes foi próximo de 4,0 e o decréscimo 

em log na contagem de salmonela foi de aproximadamente 5,0 ciclos. Esses 
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pesquisadores ainda mostraram que, na temperatura de incubação a 37ºC, esse efeito 

antagônico é otimizado, sendo essa a temperatura de incubação escolhida para as nossas 

culturas. Além disso, os pesquisadores observaram que em meios com pH acima de 6,0, 

que foi o pH médio dos sobrenadantes em BHI no presente estudo, não havia redução 

significativa nas contagens de S. Typhimurium. 

 

5.2.2. Experimentação in vivo 

 

5.2.2.1. Capacidade de monoassociação e antagonismo exvivode lactobacilos 

isolados de queijo Minas artesanal contra S. Typhimuriumem animais isentos de 

germes 

 

 Todos os lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal colonizaram os 

camundongos após cinco dias de inóculo único intragástrico (por gavagem). Os 

resultados das contagens nas fezes de animais isentos de germes monoassociados estão 

apresentados na figura 8. 
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Figura 8. Contagem média da população fecal dos lactobacilos (log10 UFC/g de 

fezes) em animais monoassociados. B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. 

plantarum, LP: L. paracasei (controle positivo) (n=3). 

 

 Os resultados da avaliação da capacidade da monoassociação mostram uma 

excelente habilidade de colonizar animais isentos de germes pelos lactobacilos isolados 

de queijo Minas artesanal. Isso se confirma pelo fato de que no quinto dia os 

lactobacilos utilizados atingiram níveis satisfatórios de colonização, alcançando 

populações acima de 108 UFC/g de conteúdo, o que indica que esses micro-organismos 

estão em uma condição de população dominante no ambiente intestinal dos 

camundongos avaliados. Resultados semelhantes foram observados por Neumann et al. 

(1998) ao associarem camundongos isentos de germe com L. acidophilus 

potencialmente probiótico e observarem, após sete dias de associação, níveis 

populacionais de lactobacilos acima de 108 UFC/g de fezes, confirmando a colonização 

pelo lactobacilo em questão.No presente trabalho, como no trabalho citado, os animais 

monoassociados eram perfeitamente saudáveis, não apresentando sinais clínicos de uma 

possível patogenicidade causada pelos lactobacilos. 

 As fezes dos animais monoassociadas foram então coletadas para o teste de 

antagonismo ex-vivo. Os resultados podem ser vistos na figura 9. 
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Figura 9. Halo médio de inibição (mm) do antagonismo ex vivo frente a S. 

Typhimurium das fezes de animais monoassociados com lactobacilos isolados de 

queijo Minas artesanal. B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. 

paracasei (controle positivo) (n=3). 

 

 Os resultados de antagonismo ex vivoconfirmam que todos os lactobacilos 

testados mantêm a sua ação antagônica mesmo após a passagem pelo trato 

gastrointestinal dos animais, indicando que elesprovavelmente serão capazes de exercer 

esse antagonismo, em menor escala (devido à competição com a microbiota intestinal), 

em animais convencionais. Alvim et al. (2016) também observaram halos de inibição de 

uma amostra deWeisella paramesenteroides probiótica contra S. Typhimurium em teste 

de antagonismo ex-vivo com animais isentos de germes monoassociados. Da mesma 

forma, Vasconcelos et al. (2003) observaram halos de inibição em experimento 

semelhante; porém, avaliando o efeito de resistência à colonização exercido por uma 

amostra de L. murinus. 

 

5.2.2.2. Curva de sobrevida, taxa de mortalidadee desenvolvimento ponderal de 

animais convencionais tratados com lactobacilos ou não e desafiados com S. 

Typhimurium 

 

 As curvas de sobrevida dos animaistratados ou não com lactobacilos e 

desafiados com S. Typhimurium podem ser observadas na figura 10.  
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Figura 10. Sobrevivência (%) de camundongos machos BALB/ctratados ou não 

durante sete dias com leites fermentados por lactobacilos isolados de queijo Minas 

artesanal e desafiados com S. Typhimurium (inóculo intragástricoúnico de 

106UFC). B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. paracasei 

(controle positivo), ST: grupo somente desafiado com S. Typhimurium. *(p<0,05), 

**(p<0,01). Teste Gehan-Breslow-Wilcoxon (Mantel-Cox) (n=12). 

 

 Os resultados das curvas desobrevida apresentados na figura 10 demonstram que 

o efeito protetor das amostras de lactobacilos veiculadas diariamente pela via 

intragástrica por meio de leite fermentado é bem diversificado. As amostras B7 e D1 

apresentaram um moderado e significativo aumento na sobrevida dos animais quando 
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comparado ao grupo somente desafiado com S. Typhimurium. Já os grupos tratados 

pelos leites fermentados das amostras B4 e B5 apresentaram o pior desempenho, 

especialmente se comparados com o grupo tratado com o controle positivo LP, que 

apresentou uma maior sobrevida, quando comparada ao grupo somente tratado com o 

patógeno, estatisticamente mais significativa que a de todos os outros grupos 

experimentais. Castillo et al. (2012) observaram taxas de mortalidade aos sete dias e dez 

dias pós-infecção com S. Typhimurium variando de 0 a 20% e 7 a 80%, 

respectivamente, em modelo experimental semelhante ao presente estudo. Nossas 

melhores amostras apresentaram taxas de mortalidade também satisfatórias, 

principalmente aos sete dias pós-desafio com S. Typhimurium. Essa afirmativa é 

baseada no critério utilizado pelo trabalho mencionado, que considera uma amostra com 

efeito protetor quando ela reduz em 50% a mortalidade comparada ao grupo somente 

infectado. Baseado nisso, as amostras B7, D1 e LP apresentaram efeito protetor, como 

pode ser visto na tabela 6. Uma vez que o presente trabalho apresentou taxa de 

mortalidade de 67% nos animais somente tratados com o patógeno enquanto o grupo de 

estudos argentino observou apenas 27% de mortalidade no mesmo período, pode-se 

inferir que, por se tratar de um patógeno mais agressivo no nosso estudo, os resultados 

entre os dois grupos de estudo são próximos. Aos dez dias pós-infecção, ambos os 

trabalhos apresentaram 73% de mortalidade para o grupo controle, e nesse quesito, 

somente nosso controle positivo apresentou resultados satisfatórios. 
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Tabela 6. Taxa de mortalidade aos sete e dez dias pós-desafio com S. Typhimurium 

em camundongos BALB/c tratados ou não com leite fermentado por lactobacilos 

isolados de queijo Minas artesanal (n=12). 

Grupo Experimental 
Mortalidade (%) 

7 dias pós desafio 10 dias pós desafio 

ST  67 73 

B4  36 73 

B5  50 75 

B7  17* 58 

D1  10* 73 

LP  17* 33* 

Legenda: B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. paracasei (controle positivo), 

ST: grupo somente desafiado com S. Typhimurium. *Redução em 50% da mortalidade comparada ao 

grupo ST (de acordo com Castillo et al., 2012). 

 

 A variação de peso dos grupos experimentais aos sete dias pós-infecção (106 

UFC por via intragástrica) com S. Typhimurium podem ser observadas na tabela 7. 

 

Tabela 7. Desenvolvimento ponderal pela avaliação da variação do peso após sete 

dias após desafio com S. Typhimurium em animais BALBc tratados ou não com 

leite fermentado por lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal (n=6). 

Grupo Experimental 
Peso (g) 

Dia 1 pós-infecção Dia 7 pós-infecção 

ST  21,35+1,15 19,75+2,12d 

B4  20,52+1,31 19,88+1,64c 

B5  29,84+1,46 24,82+1,95e 

B7  21,56+1,31 21,55+1,55b 

D1  17,84+0,86 20,40+0,76ª 

LP  20,63+0,73 20,95+0,67b 

Legenda: B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. paracasei (controle positivo), 

ST: grupo somente desafiado com S. Typhimurium. Letras distintas representam valores estatisticamente 

diferentes (p<0,05) relativos à variação percentual nos pesos dos grupos pelo teste de Two-way ANOVA 

com pós-teste de Tukey. 
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 A avaliação da variação de peso após sete dias pós-desafio com S. Tyhpimurium 

enfatizou a superioridade do tratamento com o leite fermentado pela amostra B7 de L. 

plantarum e especialmente pela amostra D1 de L. rhamnosus, uma vez que 

apresentaram resultados superiores (p<0,05) aos das demais amostras de lactobacilos e 

semelhantes ao do controle positivo. A amostra D1 apresentou-se superior (p<0,05) 

inclusive ao controle positivo (LP: Lactobacillus paracasei, um micro-organismo 

comercialmente disponível e com seu potencial probiótico consolidado). 

 

5.2.2.3. Avaliação do efeito protetor dos lactobacilos isolados de queijo Minas 

artesanal contra a translocação para baço e fígado em animaisconvencionais e 

isentos de germes desafiados com S. Typhimurium 

 

 As contagens de S. Typhimurium em meio seletivo e diferencial, ágar 

MacConkey, aos cinco dias pós-desafio, no fígado e baço de animais monoassociados 

ou não com leite fermentado por lactobacilos potencialmente probióticos podem ser 

avaliados na figura 11. 

A               B 

 

Figura 11.  Translocação (log10 UFC/g) cinco dias após o desafio para o baço (A) e 

fígado (B) de camundongos monoassociados com lactobacilos e desafiados cinco 

dias depois com S. Typhimurium (inóculo de 105 UFC). B4 e D1: L. rhamnosus, B5: 

L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. paracasei (controle positivo), ST: grupo somente 

desafiado com S. Typhimurium(n=3). 

 

Os resultados da translocação para baço e fígado de animais isentos de germes 

monoassociados com os leites fermentados pelos lactobacilos e desafiados cinco dias 

depois com S. Typhimurium mostraram que não houve diferença (p>0,05) na 

translocação para os órgãos mencionados quando comparados ao controle negativo, que 
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somente recebeu o inóculo de S. Typhimurium, apesar de os grupos colonizados com as 

amostras D1 e LP apresentarem valores numericamente inferiores aos demais grupos ou 

valores próximos daqueles verificados no controle negativo. O fato de as amostras B4 e 

B5 não apresentarem evidências de um efeito protetor na avaliação da curva de 

sobrevida e também no desenvolvimento ponderal (especialmente a B5), fez com que 

ambas fossem retiradas dos experimentos subsequentes, visto que seus valores 

numéricos para a translocação (observados na figura 11), reforçam a ausência de um 

efeito protetor no modelo estudado no presente trabalho.Martins et al. (2007) também 

avaliaram a translocação em animais isentos de germes monoassociados com uma 

levedura potencialmente probiótica após três e cinco dias de infecção com S. 

Typhimurium (em dose menor que a utilizada no presente estudo). Os autores 

observaram um discreto efeito protetor da sua amostra probiótica contra a translocação 

de S. Typhimurium aos 3 dias pós-desafio e um importante efeito protetor aos cinco dias 

pós-desafio. Dessa forma, decidiu-se fazer a avaliação da translocação nos dias quatro e 

seis após o desafio com o patógeno (devido ao nosso maior inóculo de S. 

Typhimurium), para observar possíveis variações na relação dos lactobacilos 

potencialmente probióticos com a salmonela. Os resultados desse experimento podem 

ser observados na figura 12. 
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A      B 

 

C  

 

Figura 12.  Translocação (log10 UFC/g) para o baço (A – 4 dias pós desafio, B – 6 

dias pós desafio) e fígado (C – 6 dias pós desafio) de camundongos monoassociados 

com lactobacilos e desafiados cinco dias depois com S. Typhimurium (inóculo de 

105 UFC).B7: L. plantarum, D1: L. rhamnosus, LP: L. paracasei (controle positivo), 

ST: grupo somente desafiado com S. Typhimurium. *(p<0,05) **(P<0,01). Teste One-

way ANOVA (pós-teste de Tukey) (n=3). 

 

 A translocação para o baço não apresentou variação em todos os tempos 

experimentais (quatro, cinco e seis dias após desafio com S. Typhimuirum), revelando 

que, ou esta não é uma análise adequada para avaliar o efeito protetor de lactobacilos no 

modelo experimental, ou que nossas amostras não apresentam efeito protetor para a 

translocação a esse órgão. Já para o fígado, as amostras de lactobacilos testadas foram 

superioresem reduzir a translocação (p<0,05), quando comparadas ao controle negativo, 

aos seis dias após a infecção, mostrando que o efeito protetor nesse órgão ocorre mais 

tardiamente que o avaliado na literatura, uma vez que aos quatro dias pós-desafio, não 

foram detectadas contagens mínimas de salmonela em todos os grupos experimentais, 

inclusive o controle negativo. 
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 Os animais convencionais receberam uma dose do patógeno um pouco maior 

que os animais isentos de germes e os tempos avaliados de translocação pós-desafio 

foram cinco e sete dias, pois o controle negativo, somente tratado com S. Typhimurium, 

apresentou mais de 50% de mortalidade aos sete dias pós-infecção (conforme pode ser 

visto na tabela 6). Os resultados da translocação para baço e fígado podem ser 

observados na figura 13. 

 

A      B  

  

C      D 

 

Figura 13.  Translocação (log10 UFC/g) para o baço (A,C) e fígado (B,D), cinco e 

sete dias pós desafio com S. Typhimurium (inóculo de 106 UFC), respectivamente,  

de camundongos tratados com leite fermentado por lactobacilos isolados de queijo 

Minas artesanal.B7: L. plantarum, D1: L. rhamnosus, LP: L. paracasei (controle 

positivo), ST: grupo somente desafiado com S. Typhimurium. *(p<0,05) **(P<0,01). 

Teste One-way ANOVA (pós-teste de Tukey) (n=3). 

 

 A translocação para baço e fígado, cinco dias após o desafio com S. 

Typhimurium, em animais convencionais tratados ou não com o leite fermentado com 

lactobacilos potencialmente probióticos foi estatisticamente igual para todos os grupos: 

experimentais, controle positivo (LP) e controle negativo (ST). Já aos sete dias, data na 
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qual morreram mais da metade dos indivíduos do controle negativo no experimento de 

curva de sobrevida, observamos uma reduçãoestatisticamente significativa nas 

contagens do patógeno em ambos os órgãos nos grupos experimentais B7 e D1, quando 

comparados ao controle negativo. Curiosamente, o controle positivo apresentou-se 

estatisticamente semelhante ao controle negativo nos resultados de translocação para 

baço e fígado, apesar de seu resultado diferenciado no experimento de curva de 

sobrevida. Dessa forma, comparado com a literatura, nossas amostras B7 e D1 de 

lactobacilos apresentam um grau satisfatório de proteção frente à translocação para 

órgãos-alvo, baço e fígado, em uma infecção por S. Typhimurium em camundongos 

machos convencionais BALB/c. 

 

5.2.2.4. Histopatologia qualitativa e quantitativa do fígado e intestino de 

animaisconvencionais e isentos de germestratados ou não com leite fermentado por 

lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal (ou controle positivo) e desafiados 

com S. Typhimurium 

  

Cortes histológicos do íleo de camundongos tratados ou não com leite 

fermentado por cada um dos lactobacilos (experimental, B7, ou controle positivo, LP) e 

desafiados ou não com S. Typhimurium podem ser observados na figura 14. 
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Figura 14. Fotomicrografiasde cortes histológicos do íleo de camundongos machos 

BALB/c tratados previamente (ou não) durante sete dias com leite fermentado 

pelas amostras B7 de L. plantarum ou LP de L. paracasei (controle positivo) e 

desafiados posteriormente (ou não) ao longo de cinco dias de infecção por S. 

Typhimurium. (A) CTL: grupo sem tratamento; (B) ST: grupo somente desafiado com 

S. Typhimurium (controle negativo); (C) B7: grupo somente tratado com leite 

fermentado pela amostra B7; (D) B7S: grupo B7 mais desafio com S. Typhimurium; (E) 

E

 

A 

C

 

F

 

B

 

D
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LP: grupo somente tratado com leite fermentado pela amostra LP (controle positivo); 

(F) LPS: grupo LP mais desafio com S. Typhimurium. X10, H&E. 

 

 As fotomicrografias evidenciam o efeito protetor das duas amostras de 

lactobacilos testadas, pois revelaram uma manutenção da integridade das vilosidades 

(evidenciada principalmente pela altura e estrutura destas) semelhante ou até superior 

(de forma qualitativa) ao grupo sem tratamento e ao controle negativo. Este grupo, 

somente desafiado com a salmonela, apresenta um íleo que tem, em diversos pontos, a 

perda da integridade das vilosidades assim como uma redução da altura das vilosidades 

(onde estas ainda não sofreram danos consideráveis pela infecção por S. Typhimurium). 

A análise qualitativa aqui descrita pode ser confirmada pela análise quantitativa 

apresentada na figura a seguir, na qual a altura média das vilosidades de cada um dos 

grupos analisados foi comparada. 

A      B 

 

Figura 15. Altura média (mm) das vilosidades do íleo de camundongos machos 

BALB/c tratados previamente (ou não) durante sete dias com leite fermentado 

pelas amostras B7 de L. plantarum(A) ou LP de L. paracasei (controle positivo) (B) 

e desafiados posteriormente (ou não) com cinco dias de infecção por S. 

Typhimurium. CTL: grupo sem tratamento; ST: grupo somente desafiado com S. 

Typhimurium (controle negativo); B7: grupo somente tratado com leite fermentado pela 

amostra B7; B7S: grupo B7 mais desafio com S. Typhimurium; LP: grupo somente 

tratado com leite fermentado pela amostra LP (controle positivo); LPS: grupo LP mais 

desafio com S. Typhimurium. ***(P<0,001). Teste One-way ANOVA (pós-teste de 

Tukey) (n=3). 

 

 A superioridade (p<0,001) demonstrada pelos grupos somente tratados com os 

leites fermentados pelos lactobacilos ou também desafiados após esse tratamento, 
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quando comparada com o controle negativo, ou seja, o grupo somente desafiado com o 

patógeno, reforça o efeito protetor das amostras testadas. A única diferença observada 

entre os grupos é que a amostra B7 foi superior (p<0,001) inclusive ao grupo CTL(sem 

tratamento), enquanto isso não ocorreu para a amostra LP, que é nosso controle 

positivo. Este fato reforça ainda mais o potencial probiótico da amostra de L. plantarum 

isolada de queijo Minas artesanal.Estudos envolvendo agressão por quimioterápicos 

(mucosite causada por 5-fluoracil) às vilosidades intestinais também avaliaram o efeito 

protetor de micro-organismos probióticos frente à diminuição da lesão nos grupos 

tratados com um lactobacilo probiótico (Yeung et al., 2015) ou uma conhecida levedura 

probiótica (Justino et al., 2014), confirmando, em modelo similar (porém não igual, por 

ser bem mais agressivo que o modelo aqui estudado), que micro-organismos probióticos 

podem abrandar as lesões intestinais. Nosso grupo de pesquisa também já observou 

resultados semelhantes com outros micro-organismos potencialmente probióticos, como 

no trabalho de Tiago et al. (2015), no qual Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 

conferiu efeito protetor em modelo murino de inflamação intestinal. No presente 

trabalho, observamos resultadossimilares em um modelo infeccioso e inflamatório de 

salmonelose. 

 Infelizmente, a amostra D1 não pode ser avaliada no modelo de tratamento com 

leite fermentado e posterior desafio com salmonela em animais convencionais, porque, 

como foi mencionado na seção“Material e métodos”, um animal que tem seu material 

intestinal (do íleo) coletado para as análises de microbiota não pode ser utilizada para as 

análises histológicas.  

Em seguida, foram analisados cortes histológicos do íleo de camundongos 

isentos de germesmonoassociados ou não com leite fermentado por cada um dos 

lactobacilos (experimentais, B7 e D1, ou controle positivo, LP) e desafiados ou não com 

S. Typhimurium, a fim de se observar o efeito direto dos lactobacilos sobre o epitélio 

intestinal, assim como a proteção à infecção pelo patógeno sem a interferência da 

microbiota. Os resultados podem ser vistos na figura 16. 
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Figura 16. Fotomicrografias de cortes histológicos do íleo de camundongos de 

animais isentos de germes Swiss NIH monoassociados durante cinco dias com leite 

fermentado pelas amostras B7 de L. plantarum, D1 de L. rhamnosus e LP de L. 

paracasei (controle positivo) e desafiados posteriormente (ou não) com cinco dias 

de infecção por S. Typhimurium. (A) CTLG: grupo sem tratamento; (B) STG: grupo 

somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo); (C) B7G: grupo somente 

monoassociado com leite fermentado pela amostra B7; (D) B7SG: grupo B7G mais 

desafio com S. Typhimurium; (E) D1G: grupo somente monoassociado com leite 

fermentado pela amostra D1; (F) D1SG: grupo D1G mais desafio com S. Typhimurium. 

(G) LPG: grupo somente monoassociado com leite fermentado pela amostra LP 

(controle positivo); (H) LPSG: grupo LP mais desafio com S. Typhimurium. X10, 

H&E. 

  

As fotomicrografias da figura 16 mostram diferenças claras na interação dos 

lactobacilos diretamente com um intestino até então isento de germes. De uma forma 

geral, as vilosidades são maiores, mais alongadas e mais sinuosas, especialmente nos 

animais somente monoassociados com lactobacilos. Já os animais somente desafiados 

com S. Typhimurium, do grupo STG (da figura B), apresentam grande quantidade de 

infiltrados inflamatórios, descaracterização da estrutura de vilosidade e cripta do 

epitélio intestinal, além da redução da altura das vilosidades em alguns pontos. Em 

relação à proteção que a monoassociação oferece aos grupos desafiados, L. plantarum 

B7 deixou o íleo dos animais mais similar aos animais do grupo sem tratamento 

(CTLG), mesmo após desafio com a salmonela ao longo de cinco dias. Por outro lado, o 

controle positivo LP deixou o íleo dos animais após o desafio com S. Typhimurium 

mais semelhantes ao controle negativo, somente desafiado, como pode ser observado na 

figura H do grupo LPSG. Também foi feita uma análise quantitativa a fim de se 

averiguar se as observações descritas são pontuais ou se são estatisticamente diferentes 

entre os grupos experimentais. Os resultados podem ser vistos na figura 17. 
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A      B 
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Figura 17. Altura média (mm) das vilosidades do íleo de camundongos isentos de 

germe, Swiss NIH, monoassociados durante cinco dias com leite fermentado pelas 

amostras B7 de L. plantarum (A), D1 de L. rhamnosus(B) ou LP de L. paracasei 

(controle positivo) (C) e desafiados posteriormente (ou não) com cinco dias de 

infecção por S. Typhimurium. CTLG: grupo sem tratamento; STG: grupo somente 

desafiado com S. Typhimurium (controle negativo); B7G: grupo somente 

monoassociado com leite fermentado pela amostra B7; B7SG: grupo B7G mais desafio 

com S. Typhimurium; D1G: grupo somente monoassociado com leite fermentado pela 

amostra D1; (F) D1SG: grupo D1G mais desafio com S. Typhimurium;LPG: grupo 

somente monoassociado com leite fermentado pela amostra LP (controle positivo); 

LPSG: grupo LPG mais desafio com S. Typhimurium. ** (P<0,01), ***(P<0,001). 

Teste One-way ANOVA (pós-teste de Tukey) (n=3). 

 

 Nos animais isentos de germes monoassociados com os lactobacilos e 

posteriormente desafiados com salmonela, a análise quantitativa da altura das 

vilosidades demonstrou resultado parecido com o que ocorreu com o experimento com 

animais convencionais. O grupo somente colonizado por L. plantarum B7, assim como 
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o grupo desafiado com o patógeno após a colonização, mantiveram-se semelhantes 

(p>0,05) ao grupo sem tratamento (CTLG) e igualmente superioresestatisticamente ao 

grupo somente desafiado, realçando mais uma vez o efeito protetor desta amostra em 

relação à manutenção da estrutura e saúde do íleo dos animais. A amostra D1, de L. 

rhamnosus, por sua vez, apresentou resultado semelhante e ainda um pouco superior, 

visto que o grupo somente colonizado por este lactobacilo apresentou-se também 

superior (p<0,01) aos grupos CLTG e D1SG, como pode ser observado na figura B da 

figura 17. Já o grupo colonizado pelo controle positivo LP, mostrou mais uma vez que a 

manutenção da integridade do íleo não é o seu principal mecanismo de defesa frente à 

infecção por salmonela, pois no modelo com animais isentos de germes seus resultados 

também foram os mais discretos. 

O trabalho de Kozakova et al. (2015), avaliando o efeito da barreira intestinal em 

animais monoassociados ou não com um mix de lactobacilos probióticos, percebeu que 

tal barreira, nos animais colonizados, era muito mais madura e próxima à de um animal 

convencional em sua ultraestrutura (os autores avaliaram microvilosidades, zonas de 

oclusão e arranjo citoesquelético das vilosidades intestinais). As informações 

apresentadas pelos autores convergem com as apresentadasaqui, porém, dados 

avaliando a ultraestrutura das vilosidades nos permitira confirmar a defesa direta e/ou 

indireta promovida pelos lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal ao íleo dos 

camundongos. O aumento no tamanho das vilosidades intestinais também foi observado 

em outros estudos que colonizaram camundongos isentos de germes com conhecidas 

amostras probióticas de lactobacilos (Chen e Chen, 2013 e Preidis et al., 2012). Esses 

estudos observaram que os probióticos parecem ser capazes de estimular a proliferação 

e migração de enterócitos da cripta para a vilosidade. Além disso, Chen e Chen (2013) 

também constataram que, via estimulação de TLR2, houve aumento do número de 

células caliciformes nos animais monoassoacidos com L. kefiranofaciens.O aumento no 

número deste tipo de célula aumenta o efeito protetor do lactobacilo ao estimular uma 

produção de muco pelo epitélio intestinal, promovendo o efeito barreira contra micro-

organismos patógenos.Tal evento também pode ter ocorrido nos animais 

monoassociados com os lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal, favorecendo 

assim seu efeito protetor na infecção subsequente por S. Typhimurium. 

 Os fígados dos camundongos convencionais pertencentes aos grupos 

experimentais já mencionados também foram avaliados histopatologicamente, 

qualitativamente equantitativamente, verificando-se a quantidade de infiltrados 
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inflamatórios nas fotomicrografias. Tal medição avalia, indiretamente, a quantidade de 

bactéria translocada para o órgão. A representação qualitativa na figura 18, mostrando o 

grupo controle sem tratamento (CTL) e o controle negativo (ST, somente desafiado com 

S. Typhimurium), evidencia a ausência de infiltrados inflamatórios nos animais que não 

foram infectados e a presença de muitos infiltrados inflamatórios no grupo desafiado, 

apesar da estrutura do fígado, de uma forma geral, não ter sido comprometida. Para a 

avaliação quantitativa, foi mensurada a frequência da aparição de infiltrados 

inflamatórios nas 30 fotomicrografias de cada grupo experimental, seja tratado com leite 

fermentado durante sete dias e desafiado posteriormente com o patógeno ou somente 

desafiado posteriormente com o patógeno (controle negativo). Todos os grupos 

experimentais apresentaram frequência de infiltrados inflamatórios no fígado inferiores 

ao grupo controle negativo, sendo o grupo tratado com a amostra LP o que apresentou o 

melhor efeito protetor (p=0,03), o grupo tratado com a amostra B7 o resultado mais 

discreto (p=0,05), e aquele com D1 (p=0,04), um efeito moderado. Apesar das 

diferenças, todas as comparaçõesforam estatisticamente relevantes. 

Chiva et al. (2002), em modelo de cirrose hepática em ratos, observaram a 

proteção de uma amostra de L. johnsonii probiótica e, dentre as hipóteses levantadas 

pelos autores para justificar esta proteção, a mais relevante é a de que a modulação da 

microbiota destes animais pelos lactobacilos probióticos reduziria a carga de patógenos 

no intestino.Esta redução, além de aumentar a saúde do intestino delgado (pela redução 

do estresse causado por espécies reativas de oxigênio produzidas pelos enterócitos), 

também reduziria a capacidade de translocação de micro-organismos do trato 

gastrointestinal para outros órgãos. Os autores também constaram que a proteção 

observada foi dada, em parte, pela modulação inflamatória do epitélio intestinal, 

mudando o tipo de resposta (local e sistêmica) de pró-inflamatória para regulatória (e/ou 

anti-inflamatória). Adawi et al. (2001), avaliando, em modelo similar ao de Chiva et al. 

(2002),a proteção de diversas amostras de lactobacilos probióticos contra danos ao 

fígado de ratos, também observaramuma redução significativa da translocação de 

bactérias intestinais nos animais previamente tratados com os mencionados 

lactobacilos.Os autores ainda ressaltaram, a partir dos seus resultados, a importância da 

imunomodulação e o favorecimento à proliferação e desenvolvimento do epitélio 

intestinal como as principais causas da proteção contra danos hepáticos promovida por 

esses micro-organismos probióticos. 
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Figura 18. Fotomicrografiasde cortes histológicos do fígado de camundongos 

A 

B 
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machos convencionais BALB/csem tratamento algum (A) e desafiado ao longo de 

cinco dias com S. Typhimurium (ST – B).X20, H&E. 

 Experimento semelhante foi realizado com camundongos isentos de germe 

monoassociados com lactobacilos experimentais ou controle positivo LP e desafiados 

com S. Typhimurium ao longo de cinco dias. No presente experimento também foram 

avaliados qualitativa e quantitativamente o fígado de todos os animais de todos os 

grupos experimentais. A representação qualitativa na figura 19, à semelhança do que é 

apresentado na figura 18, mostra o grupo sem tratamento algum (CTLG) e o grupo 

somente desafiado com a salmonela (STG – controle negativo), evidenciando que, 

devido à ausência de uma microbiota, a translocação se dá de forma mais intensa nos 

animais desafiados com S. Typhimurium. Além disso, nos animais isentos de germes 

desafiados, observou-se a presença de megacariócitos e área com tecido fibrosado 

(indicando a ocorrência de necrose), reforçando a gravidade da infecção nestes animais. 

A avaliação quantitativa foi realizada à semelhança da análise para os grupos 

experimentais com animais convencionais. Os resultados foram semelhantes aos 

observados no experimento com os animais convencionais, visto que, ao comparar a 

frequência da presença de infiltrados inflamatórios nas fotomicrografias do controle 

negativo com os grupos previamente monoassociados e depois desafiados, foi 

observada uma superioridade do grupo colonizado pela amostra de L. paracasei LP 

(p=0,02), seguida de uma resposta desejável pelo grupo colonizado pela D1 (p=0,04) e 

uma resposta inferior pelos animais tratados pela L. plantarum B7 (p>0,05). 

Curiosamente, a proteção conferida ao intestino dos camundongos pela amostra de L. 

plantarum isolado de queijo Minas artesanal não refletiu em uma proteção significativa, 

no que diz respeito à frequência de infiltrados inflamatórios, ao fígado. Os dados 

observados para a proteção frente à translocação de S. Typhimurium em animais 

monoassociados com essa mesma amostra B7, apesar de significativamente superiores 

ao controle negativo, foram inferiores (p<0,01) quando comparados aos grupos tratados 

com as amostras D1 e LP (controle positivo) (figura 12), confirmando que a amostra de 

L. plantarum, em modelo com animal isento de germes monoassociado e 

posteriormente desafiado com o patógeno, não exerce uma proteção tão expressiva 

quanto às demais amostras avaliadas no presente estudo, no que diz respeito à 

integridade hepática. 
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Figura 19. Fotomicrografiasde cortes histológicos do fígado de camundongos 

isentos de germe SwissNIH sem tratamento algum (A) e desafiado ao longo de 

cinco dias com S. Typhimurium (ST – B).X20, H&E. 

A 

B 
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5.2.2.5. Citocinas envolvidas no efeito protetor local (íleo) de camundongos 

tratados com lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal (ou controle positivo) 

em uma infecção por S. Typhimurium 

 

Os níveis de expressão de citocinas envolvidos no íleo de camundongos machos 

BALB/c com cinco dias de infecção por S. Typhimurium, com tratamento prévio 

(durante sete dias) ou não por leite fermentado pelas amostrasde lactobacilos 

experimentais, ou controle positivo, podem ser observados nas figuras 20, 21 e 22. 

A         IFN-γ   B TNF-α 

 

C        TGF-β   D               IL-10 

 

E                     IL-6 

 

Figura 20. Perfil de citocinas no íleo de camundongos machos BALB/c, avaliados 

por qPCR, com cinco dias de infecção por S. Typhimurium, com tratamento 
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prévio (durante sete dias) ou não pelo leite fermentado pela amostra B7 de L. 

plantarum. (A) IFN-γ, (B) TNF-α; (C) TGF-β; (D) IL-10; (E) IL-6.B7S:grupo que 

recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; ST: grupo somente 

desafiado com S. Typhimurium (controle negativo); CTL: grupo sem tratamento. 

*(p<0,05) **(P<0,01) ***(P<0,001). Teste One-way ANOVA (pós-teste de Tukey) 

(n=3). 

A          IFN-γ   B  TNF-α 

 

C        TGF-β   D               IL-10 

 

E                     IL-6 

 

Figura 21. Perfil de citocinas no íleo de camundongos machos BALB/c, avaliados 

por qPCR, com cinco dias de infecção por S. Typhimurium, com tratamento 

prévio (durante sete dias) ou não pelo leite fermentado pela amostra D1 de L. 

rhamnosus. (A) IFN-γ, (B) TNF-α; (C) TGF-β; (D) IL-10; (E) IL-6.D1S: grupo que 
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recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; ST: grupo somente 

desafiado com S. Typhimurium (controle negativo); CTL: grupo sem tratamento. 

*(p<0,05) **(P<0,01) ***(P<0,001). Teste One-way ANOVA (pós-teste de Tukey) 

(n=3). 

 

A          IFN-γ   B  TNF-α 

 

C        TGF-β   D               IL-10 

 

E                     IL-6 

 

Figura 22. Perfil de citocinas no íleo de camundongos machos BALB/c, avaliados 

por qPCR, com cinco dias de infecção por S. Typhimurium, com tratamento 

prévio (durante sete dias) ou não pelo leite fermentado pela amostra LP de L. 

paracasei (controle positivo).(A) IFN-γ, (B) TNF-α; (C) TGF-β; (D) IL-10; (E) IL-

6.LPS: que recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; ST: grupo 
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somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo); CTL: grupo sem 

tratamento.*(p<0,05) ***(P<0,001). Teste One-way ANOVA (pós-teste de Tukey) 

(n=3). 

 Avaliando a modulação da resposta inflamatória no íleo dos camundongos dos 

diferentes grupos experimentais (tratados com lactobacilos e desafiados com o 

enteropatógenos), aos cinco dias pós-desafio com S. Typhimurium, pode-seobservar a 

redução, para todos os grupos, da expressão de IFN-γ e IL-6 em relação ao grupo 

somente desafiado. A infecçãopor salmonela, tanto murina quanto humana, induz uma 

potenteinflamação intestinal a fim de favorecer a sua translocação. O impedimento da 

instalação desse estado inflamatório é uma das conhecidas ações dos probióticos, visto 

que promove a redução de IFN-γ, um importante agente regulador da resposta pró-

inflamatória por meio da ativação de macrófagos. Consequentemente à redução na 

ativação de macrófagos, haverá a reduçãodesta importante via de translocação (que se 

dá por meio do sistema secretor tipo III, um importante fator de virulência das 

salmonelas). Resultados semelhantes foram observados em modelos murinos 

inflamatórios que avaliaram o perfil de citocinas, em experimento celular, de desafio 

com S. Typhimurium após tratamento in vivo com amostras probióticas (McCarthy et 

al., 2003; Sheil et al., 2006). Estes estudos mostraram uma redução das citocinas pró-

inflamatórias (principalmente IFN-γ) em esplenócitos (in vitro) de animais que 

receberam tratamento com amostra probiótica, em concordância com o que foi 

observado no presente estudo. Porém, outros autores enfatizam a importância do IFN-γ 

no início da infecção por S. Typhimuirum, afirmando que é um importante agente na 

eliminação intracelular (em macrófagos, principalmente) do patógeno, e que o seu 

aumento deveria ser buscado na escolha de um probiótico, desde que em níveis 

adequados (Castillo et al., 2012). Neste contexto, a amostra D1apresentou a modulação 

da citocina IFN-γ no íleo mais desejável entre todas as amostras avaliadas, visto que a 

expressão dessa citocinafoi superior (p<0,001) ao grupo sem tratamento (CTL) e 

inferior ao controle negativo (ST – somente infectado com S. Typhmirium). No presente 

trabalho, usamos como respaldo os outros resultados para afirmar o efeito protetor da 

modulação, no íleo, do estado pró-inflamatório para o regulatório (e/ou anti-

inflamatório), pois o presente estudo não tem resultados in vitro com macrófagos para 

avaliar a importância ou não dessas citocinas neste contexto. Ademais, conforme foi 

ressaltado na introdução ao tema, S. Typhimurium se vale de um ambiente inflamado 
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intestinal parao sucesso da sua infecção. Desta forma, a modulação a um estado anti-

inflamatório ou regulatório é desejável para a redução da gravidade desta doença. 

 A citocina TNF-α, assim como IFN-γ, tem a sua expressão estimulada pela 

infecção por S. Typhimurium. As respostas observadas foram variadas, mas, 

fundamentalmente, somente o controle positivo, L. paracasei (LP) conseguiu reduzir, 

de forma significativa (p<0,05), os níveis dessa citocina no íleo dos camundongos que 

receberam seu tratamento e foram posteriormente desafiados, quando comparados com 

os camundongos somente desafiados (ST). Assim, não se pode incluir a participação 

dessa citocina, pelo menos aos cinco dias de infecção com salmonela no nosso modelo 

experimental, como parte do efeito protetor das nossas amostras experimentais. No 

entanto, a ausência de modulação dessa citocina não implica em dizer que ela não tenha 

importância na patogênese da S. Typhimurium, visto que o controle positivo, quando 

comparado ao controle negativo, modulou a redução na expressão dos níveis dessa 

citocina no nosso modelo experimental de salmonelose murina. 

 A resposta pró-inflamatória supracitada tem outro importante agente, a IL-6, 

uma das principais interleucinas pró-inflamatórias produzidas pelas células da lâmina 

própria intestinal, também envolvida na manutenção da inflamação no intestino 

desafiado com S. Typhimurium, que, como já dito anteriormente, é desejável para a 

instalação e manutenção de sua patogenia. Trabalhos como o de Castillo et al. (2011) e 

Ferreira et al. (2011), assim como o presente estudo, mostraram o aumento e a 

participação dessa interleucina em modelos de colite causados por S. Typhimurium. No 

contexto do efeito protetor de um micro-organismo pela redução dos níveis de IL-6 em 

uma salmonelose, em modelo murino, Castillo et al. (2011) observaram a redução desta 

com a administração de um L. casei (CRL 431) potencialmente probiótico, assim como 

foi observado no nosso estudo para todos os grupos que receberam lactobacilos e foram 

posteriormente infectados com o patógeno. O trabalho de Matsumoto et al. (2005) 

mostrou claramente a inibição por um L. casei (Shirota) probiótico, em um modelo de 

colite murina, da produção de IL-6, mediada pela produção e IL-10 e TGF-β.  

 As citocinas TGF-β e IL-10, por sua vez, participam da regulação da resposta 

inflamatória, com consequente instalação de um estado anti-inflamatório. Nesse 

contexto, cada um dos lactobacilos utilizados neste estudo apresentou uma resposta 

diferente, o que pode justificar parte da diferença entre os efeitos protetores oferecidos 

mediante suas administrações. A amostra B7(L. plantarum) proporcionou, ao grupo ao 

qual foi administrada, somente o aumento significativo (p<0,05) de TGF-β quando 
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comparado ao grupo somente desafiado com salmonela,ST – controle negativo). A 

amostra D1 de L. rhamnosus apresentou os resultados mais interessantes nos grupos aos 

quais foi administrada. A produção de TGF-β foi superior (p<0,001) (aos grupos 

controle negativo e CTL (sem tratamento) assim como a produção de IL-10 no grupo 

D1S (grupo tratado e desafiado com o patógeno). Isso demonstra, em conjunto com os 

outros resultados já apresentadospara essa amostra, o seu importante efeito protetor na 

modulação do sistema imune localmente. O controle positivo, LP, por sua vez, 

apresentou os resultados mais discretos no que tange a expressão e possível produção de 

citocinas anti-inflamatóriase/ou regulatórias, evidenciando que estas não são tão 

importantes para o efeito protetor promovido pelo probiótico L. paracasei. O 

experimento de Di Giacinto et al. (2005) também observou efeito protetor de um 

composto com vários micro-organismos probióticos (VSL#3) em um modelo murino 

inflamatório intestinal (colite) associado a aumento nos níveis de IL-10 e redução 

concomitante de IFN-γ, o que também foi observado no presente trabalho, em diferentes 

escalas, com as amostras potencialmente probióticas de lactobacilos utilizadas. Estes 

autores também constataram a importância do aumento de TGF-β, de forma até mais 

relevante que a participação de IL-10, no abrandamento de processos inflamatórios 

intestinais.Tal afirmativa foi justificada pela observação da maior participação de 

células T CD4+LAP+(envolvidas na estimulação da secreção de TGF-βpor macrófagos e 

portadoras de tal citocina de forma latente em sua superfície celular)como importantes 

efetores dessa ação anti-inflamatória no intestino dos camundongos desafiados. 

Provavelmente, a indução ao estado anti-inflamatórioe efeito protetor observado nos 

grupos experimentais que receberam os leites fermentados probióticos no presente 

estudo foi devido ao envolvimento destas citocinas (IL-10 E TGF-β), assim como, 

possivelmente, das células imunitárias associadas à mucosa intestinal. 

 A participação das citocinas mencionadas também foi avaliada no íleo dos 

camundongos dos grupos experimentais após sete dias de infecção por S. Typimurium. 

Estes resultados foram comparados com os resultados já apresentados a fim de se 

observar a ocorrência ou não de mudanças nas citocinas envolvidas assim como de na 

intensidade da resposta mediada por essas citocinas. Também foi avaliado o efeito 

isolado dos lactobacilos após três e sete dias de administração, para observação das 

citocinas envolvidas no estado pré-desafio e de quão rápida é a ação dessa modulação 

promovida por estes lactobacilos. Os resultados podem ser avaliados nas figuras 23, 24 

e 25. 
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A          IFN-γ   B              TNF-α 

 

C        TGF-β   D               IL-10 

 
E                     IL-6 

 
Figura 23. Perfil de citocinas no íleo de camundongos machos BALB/c, avaliados 

por qPCR, com cinco e sete dias de infecção por S. Typhimurium, com tratamento 

prévio (durante sete dias) ou não por leite fermentado pela amostra B7 de L. 

plantarum. (A) IFN-γ, (B) TNF-α; (C) TGF-β; (D) IL-10; (E) IL-6.B7: grupo que 

somente recebeu leite fermentado porL. plantarum por três dias; B7S: grupo que 

recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; ST: grupo somente 

desafiado com S. Typhimurium (controle negativo) e sacrificado após cinco dias de 

infecção. Os grupos com a letra b representam o tempo dois do experimento, ou seja, 

sete dias de tratamento somente com leite fermentado (B7b) ou sete dias de infecção 
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(B7Sb e STb).*(p<0,05) **(P<0,01) ***(P<0,001). Teste One-way ANOVA (pós-teste 

de Tukey) (n=3). 

 

A          IFN-γ   B  TNF-α 

 

C        TGF-β   D               IL-10 

 

E                     IL-6 

 

Figura 24. Perfil de citocinas no íleo de camundongos machos BALB/c, avaliados 

por qPCR, com cinco e sete dias de infecção por S. Typhimurium, com tratamento 

prévio (durante sete dias) ou não porleite fermentado pela amostra D1 de L. 

rhamnosus. (A) IFN-γ, (B) TNF-α; (C) TGF-β; (D) IL-10; (E) IL-6. D1: grupo que 

somente recebeu leite fermentado por L. rhamnosus por três dias; D1S: grupo que 

recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; ST: grupo somente 

desafiado com S. Typhimurium (controle negativo) e sacrificado após cinco dias de 

infecção. Os grupos com a letra b representam o tempo dois do experimento, ou seja, 
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sete dias de tratamento somente com leite fermentado (D1b) ou sete dias de infecção 

(D1Sb e STb). *(p<0,05) **(P<0,01)***(P<0,001). Teste One-way ANOVA (pós-teste 

de Tukey) (n=3). 

A          IFN-γ   B  TNF-α 

 

C        TGF-β   D               IL-10 

 

E                     IL-6 

 

Figura 25. Perfil de citocinas no íleo de camundongos machos BALB/c, avaliados 

por qPCR, com cinco e sete dias de infecção por S. Typhimurium, com tratamento 

prévio (durante sete dias) ou não porleite fermentado pela amostra LP de L. 

paracasei (controle positivo). (A) IFN-γ, (B) TNF-α; (C) TGF-β; (D) IL-10; (E) IL-

6.LP: grupo que somente recebeu leite fermentado por L. paracasei por três dias; LPS: 

grupo que recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; ST: grupo 
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somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo) e sacrificado após cinco 

dias de infecção. Os grupos com a letra b representam o tempo dois do experimento, ou 

seja, sete dias de tratamento somente com leite fermentado (LPb) ou sete dias de 

infecção (LPSb e STb). *(p<0,05) ***(P<0,001). Teste One-way ANOVA (pós-teste de 

Tukey) (n=3). 

 

Após sete dias de infecção, nos grupos com tratamento prévio com leite 

fermentado pelos lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal e controle positivo 

(LP) durante sete dias, algumas mudanças puderam ser percebidas na dinâmica das 

citocinas envolvidas nesta nova condição experimental. Muotiala e Mäkelä (1993), 

avaliando a participação de IFN-γ em diversos pontos de uma salmonelose murina, 

mostraram que tal citocina não tem participação tão ativa a partir do sétimo dia de 

infecção, visto que os parâmetros da patogênese da doença avaliada pelos autores não se 

modificaram a partir do sétimo dia mediante o tratamento com anti-IFN-γ. Tal 

informação está de acordo com os resultados aqui encontrados e apresentados. No que 

diz respeito à resposta pró-inflamatória, observou-se que a sua participação é bem 

menos intensa e, doravante, menos importante nesse segundo momento da infecção por 

S. Typhimurium. Isto talvez seja consequência, em parte, do deslocamento da infecção 

do intestino para o fígado.A IL-6, por sua vez, continua presente nos grupos somente 

infectados com o patógeno em níveis superiores (p<0,05) aos grupos tratados com leite 

fermentado e posteriormente desafiados (exceto para o LP, controle positivo), 

evidenciado que as amostras B7 e D1 continuam exercendo seu efeito protetor ao 

manter a redução da inflamação no tempo dois (sete dias pós-desafio com S. 

Typhimurium) do nosso modelo experimental. 

 A participação de TNF-α no tempo dois do experimento também apresentou um 

comportamento bem variado entre os diferentes grupos, mas, de uma forma geral, foi 

observado um aumento nessa participação (a expressão dessa citocina foi maior ou igual 

ao grupo somente infectado do tempo dois, assim como a expressão dessa citocina 

apresentou-se aumentada, de uma forma geral, no tempo dois quando comparado ao 

tempo um – sete dias de tratamento com leite fermentado e cinco dias de infecção). Zaki 

et al. (2013), correlacionaram, também em salmonelose murina experimental, o 

aumento dos níveis de TNF-α a uma maior sobrevida e menor gravidade da doença, ao 

comparar um grupo com animais nocaute para um receptor do tipo NOD altamente 

associado ao reconhecimento da S. Typhimurium nos enterócitos de camundongos. 
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Apesar disso, somente o grupo D1 mostraria um real efeito protetor considerando essa 

informação, visto que foi o único grupo que apresentou níveis estatisticamente 

superiores de TNF-α no grupo tratado e desafiado quando comparado ao grupo somente 

desafiado com o patógeno por sete dias (STb). 

 As citocinas envolvidas nas respostas regulatórias e/ou anti-inflamatórias 

avaliadas após sete dias de infecção também apresentaram variações entre os diferentes 

grupos experimentais (sejam relacionados a um mesmo lactobacilo, comparando os dois 

tempos experimentais diferentes, ou entre lactobacilos diferentes).Os grupos tratados 

com o L. plantarum B7 apresentaram somente uma tendência a manter elevados níveis 

de IL-10 no tempo dois do nosso modelo experimental, apesar de que estes níveis não 

se mostraram superiores (p>0,05) ao grupo somente desafiado com o patógeno por sete 

dias. Por outro lado, a amostra D1, de L. rhamnosus, induziu um aumento, muito 

superior estatisticamente, de TGF-β e IL-10 quando comparado aos grupos somente 

desafiados com S. Typhimurium (ST – 5 dias pós-desafio e STb - 7 dias pós-desafio). 

Isso ocorreu tanto para o grupo somente tratado com leite fermentado (D1Gb) (só para a 

expressão de TGF-β) como também para o grupo desafiado após este tratamento 

(D1GSb), ambos no tempo dois do nosso modelo de infecção. L. paracasei, nosso 

controle positivo, apresentou, assim como no tempo um (5 dias pós-desafio), os 

resultados mais discretos na modulação da resposta anti-inflamatória na avaliação dos 

diferentes grupos experimentais no tempo dois. Conforme mencionado anteriormente, a 

participação do TGF-β localmente (no íleo dos camundongos) reduz processos 

inflamatórios e favorece a manutenção de um intestino saudável, reduzindo a fragilidade 

e vulnerabilidade à disbioses intestinais e possíveis agravamentos da infecção causada 

pela salmonela. Outros trabalhos também observaram a importante participação no 

efeito protetor de lactobacilos probióticos em infecçãotifoide murina, como o L. 

salivarius (Sheil et al., 2004).O estudo de Juarez et al. (2013)avaliou a participação das 

citocinas em um modelo de septicemia (similar ao que aconteceria na salmoneloseapós 

translocação do agente etiológico para órgãos-alvo como fígado e baço)induzida por 

LPS, lipopolissacarídeo da membrana externa de bactérias Gram negativos. Este estudo 

observou uma dinâmica das citocinas envolvidas no processo que envolveu o tratamento 

prévio com uma amostra de L. reuteri semelhante ao que foi observado nos grupos 

tratados com a nossa amostra de L. rhamnosus D1 (considerando as variações de 

citocinas avaliadas). Em ambos os trabalhos, houve um aumento nos níveis observados 
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de IL-10 associado a uma diminuição nos níveis IL-6, o que gerou um desejável efeito 

protetor.  

 Por fim, foram analisadas as diferenças na expressão de citocinas no íleo de 

animais convencionais, com os tratamentos descritos, comparados com animais isentos 

de germe monoassociados com os lactobacilos e desafiados com o patógeno. O objetivo 

dessa parte do experimento foi observar a interferência de uma microbiota presente na 

expressão das citocinas assim como avaliar o quanto os lactobacilosestimulam o sistema 

imune sem a participação da microbiota. Os resultados destes experimentos podem ser 

observados nas figuras 26, 27 e 28. 

A          IFN-γ   B  TNF-α 

 

C        TGF-β   D               IL-10 

 

E                     IL-6 
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Figura 26. Comparação do perfil de citocinas, avaliados por qPCR, no íleo de 

camundongos convencionais (CV) e isentos de germes (IG) com tratamento prévio 

com leite fermentado (durante sete dias) ou monoassociação (cinco dias) com L. 

plantarum B7 e desafiados ou não por S. Typhimurium durante cinco dias. (A) 

IFN-γ, (B) TNF-α; (C) TGF-β; (D) IL-10; (E) IL-6. (B7) grupo CV que somente 

recebeu leite fermentado por B7; (B7G) grupo IG monoassociado com B7; (B7S) grupo 

CV que recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; (B7SG) grupo 

IG monoassociado com B7 e infectado. *(P<0,05) ***(P<0,001). Teste One-way 

ANOVA (pós-teste de Sidak, que compara somente o grupo de animais convencionais 

com o seu semelhante isento de germes) (n=3). 
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Figura 27. Comparação do perfil de citocinas, avaliados por qPCR, no íleo de 

camundongos convencionais (CV) e isentos de germes (IG) com tratamento prévio 

com leite fermentado (durante sete dias) ou monoassociação (cinco dias) com L. 

rhamnosus D1 e desafiados ou não por S. Typhimurium durante cinco dias. (A) 

IFN-γ, (B) TNF-α; (C) TGF-β; (D) IL-10; (E) IL-6. (D1) grupo CV que somente 

recebeu leite fermentado por D1; (D1G) grupo IG monoassociado com D1; (D1S) grupo 

CV que recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; (D1SG) grupo 

IG monoassociado com D1 e infectado. *(P<0,05) ***(P<0,001). Teste One-way 

ANOVA (pós-teste de Sidak, que compara somente o grupo de animais convencionais 

com o seu semelhante isento de germes) (n=3). 
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Figura 28. Comparação do perfil de citocinas, avaliados por qPCR, no íleo de 

camundongos convencionais (CV) e isentos de germes (IG) com tratamento prévio 

com leite fermentado (durante sete dias) ou monoassociação (cinco dias) com L. 

paracasei LP e desafiados ou não por S. Typhimurium durante cinco dias. (A) IFN-

γ, (B) TNF-α; (C) TGF-β; (D) IL-10; (E) IL-6. (LP) grupo CV que somente recebeu 

leite fermentado por LP; (LPG) grupo IG monoassociado com LP; (LPS) grupo CV que 

recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; (LPSG) grupo IG 

monoassociado com LP e infectado. *(P<0,05) ** (P<0,01) *** (P<0,001). Teste One-

way ANOVA (pós-teste de Sidak, que compara somente o grupo de animais 

convencionais com o seu semelhante isento de germes) (n=3). 

 

 Mais uma vez pudemos observar, agora em animais isentos de germes quando 

comparados com animais convencionais, como é variada a expressão de citocinas no 

íleo dos camundongos frente aos diferentes tratamentos. Na resposta em que as 

citocinas pró-inflamatórias estão envolvidas, vemos um perfil bem similar entre os 

gruposcolonizados com as amostras B7 e LP (controle positivo), nos quais a produção 

de IFN-γ e TNF-α parece estar aumentada nos animais isentos de germes que foram 

monoassociados, cada um com seu lactobacilo, e depois desafiados com a S. 

Typhimurium; quando comparados com seu semelhante convencional (tratado com leite 

fermentado ao invés de monoassociados com o mesmo). Isto se deu, provavelmente, 

pela resposta inflamatória exagerada em animais recentemente colonizados e 

estimulados tanto por bactérias tanto Gram positivo como Gram negativo, tendo os 

mecanismos regulatórios ainda não totalmente estabelecido. Sabe-se que os animais 

isentos de germes têm uma resposta inflamatória deficiente, não sendo capazes de 

responder com citocinas como IFN-γ, TNF-α e IL-6 frente a uma infecção ou mesmo 

exposição a estímulo microbiano, de acordo com Ganal et al. (2012). Estes mesmos 

autores demonstraram que o estímulo prévio com ASF (flora alterada de Schaedler, 

composta por oito micro-organismos, sendo dois deles lactobacilos e quatro 

fusobactérias, que são comumente utilizadas para avaliar o efeito do LPS de bactérias 

Gram negativo em modelos de colonização) mudou drasticamente a capacidade de 

resposta inflamatória dos animais isentos de germes, o que parece ser algo similar ao 

que ocorreu no nosso experimento, com o estímulo de colonização por um lactobacilo 

seguido por um segundo estímulo pela Gram negativoS. Typhimurium. 
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O perfil de IL-6, especialmente para os grupos colonizados com as amostras D1 

e LP, mostra um padrão invertido do esperado, em que a expressão supostamente 

deveria serestatisticamente maior nos grupos convencionais (tratados com lactobacilos e 

desafiados com salmonela) do que nos grupos semelhantes monoassociados com os 

mesmos lactobacilos. Ganal et al. (2012) propuseram várias teorias para explicar o 

porque da resposta reduzida e tardia para esta citocina (IL-6) e a hipótese mais próxima 

foi a de que as vias de sinalização intracelular para reconhecimento de patógenos e 

indução da produção de IFN tipo I é deficiente na ausência do estimulo por microbiota. 

É curioso observar que a exposição a micro-organismos não reverteu o fenótipo para a 

produção de IL-6 nos grupos mencionados enquanto o oposto ocorreu para a expressão 

das outras citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e TNF-α.  

 A explicação para os maiores níveis expressos de citocinas anti-inflamatórias ou 

regulatóriasnos grupos monoassociados com o controle positivo L. paracasei e 

desafiados com o patógeno, quando comparados com seus similares convencionais, 

pode ser elucidada pela teoria de Hrncir et al. (2008). Tais autores afirmaram que a 

maturação e a funcionalidade de células T CD4+ é reduzida em animais isentos de 

germe, e, com a presença de uma microbiota, a mesma é estabelecida a níveis normais, 

balanceando e equilibrando a resposta imune. Souza et al. (2004) observaram que a 

redução da resposta regulatória é promovida de forma gradual após associação de 

animais isentos de germes com uma microbiota de camundongo convencional. Em seu 

trabalho, somente após 14 dias foi observada a reversão do quadro de resposta pró-

inflamatória deficiente para normal, sendo esse quadro revertido principalmente pela 

redução de expressão exagerada da citocina regulatória IL-10.O tempo mostrado pelos 

autores pode justificar a presença ainda elevada de IL-10 no grupo monoassociado com 

a amostra LP e depois desafiado com o patógeno em comparação ao seu grupo 

convencional semelhante, uma vez que o período experimental total do estudo com 

animais isentos de germes no presente trabalho é menor que 14 dias. 

 O grupo D1, por sua vez, apresentou resultados interessantes e diferentes dos 

outros dois grupos experimentais mencionados. Para IFN-γ (e também IL-6, já discutido 

acima), o grupo monoassociado e desafiado apresentou expressão menor que seu 

semelhante convencional, o que nos leva a inferir que a modulação de uma resposta 

anti-inflamatória no íleo dos animais tratados com essa amostra de L. rhamnosus é 

realmente intensa. A esse fato, soma-se a maior expressão de IL-10 do grupo somente 

monoassociado com a amostra D1 em comparação com o grupo convencional somente 
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tratado com leite fermentado. Desta forma, parece que a amostra D1 é a que tem o efeito 

mais expressivo na modulação anti-inflamatória no íleo de camundongos, visto que sua 

ação em animais isentos de germes foi ainda maior do que em animais convencionais, 

mostrando umpotencial efeito imunomodulador deste lactobacilo. 

 

5.2.2.6. Variação da microbiota do íleo de camundongos BALB/c dos diferentes 

grupos experimentais por meio de metodologias de sequenciamento de nova 

geração e quantificação por meio de qPCR 

 

 A abundância relativa dos 20 OTUs (“Operation Taxonimical Unit” ou Unidade 

Taxonômica Operacional) dominantes pela análise na plataforma Illumina®Miseq, em 

nível de ordem (taxonomia em que todos os OTUs apresentaram identificação 

conhecida), no conteúdo do íleo dos animais BALB/c, tratados ou não com lactobacilos 

isolados de queijo Minas artesanal (ou controle positivo) e desafiado com S. 

Typhimurium, pode ser observada na figura 29. 

 

Figura 29. Abundância (%) dos 20 OTUs dominantes, em nível de ordem, no 

conteúdo do íleo camundongos machos convencionais (BALB/c) tratados ou não 

com leite fermentado por lactobacilos e desafiados ou não comS. Typhimurium 

(inóculo de 106 UFC). B7: L. plantarum, D1: L. rhamnosus, LP: L. paracasei (controle 

positivo). A: três dias de administração prévia de leite fermentado pelos lactobacilos. B: 

sete dias de administração prévia de leite fermentado pelos lactobacilos. S: grupo 
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somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo). Sacrifício após cinco dias 

(SA) e sete dias (SB) da infecção com salmonela. BR: Grupo sem tratamento (n=3). 

 

 As análises dos OTUs dominantes em cada um dos grupos experimentais nos 

mostra que o grupo sem tratamento algum tem uma predominância de micro-

organismos da ordem Bacteroidales. Kaiser et al. (2013), analisando microbiota fecal de 

camundongos BALB/c machos, também encontraram em seu grupo sem tratamento 

predominância de OTUs do filo Bacteroidetes, corroborando parcialmente os resultados 

encontrados neste estudo. Parcialmente porque estes autores também encontraram uma 

predominância de OTUs do filo Firmicutes, o que não foi observado no presente 

trabalho. Isto se deu, provavelmente, pelo fato de analisar o conteúdo do íleo, enquanto 

a maioria dos trabalhos encontrados na literatura avalia a microbiota do conteúdo do 

cólon, ceco e/ou das fezes. Já Lluch et al. (2015), avaliando a microbiota do íleo, assim 

como o presente estudo, encontraram uma predominância de OTUs da família 

Porphyromonadaceae, que pertence à ordem Bacteroidales, indo ao encontro dos 

resultados aqui apresentados. 

Os grupos somente tratados com leites fermentados pelas amostras B7 e D1 de 

L. plantarum e L. rhamnosus, respectivamente, mostraram perfis muito semelhantes ao 

do grupo sem tratamento após três dias. Porém, após sete dias de administração do leite 

fermentado, ambos os grupos mostraram um aumento na predominância de micro-

organismos da ordem Bacillales, especialmente os animais do grupo B7.  O grupo 

somente infectado com S. Typhimurium e sacrificado cinco dias após o desafio mostra 

uma tendência similar, porém com a participação também da ordem Clostridiales, o que 

não foi observado nos grupos somente previamente tratados com os leites fermentados 

das amostras B7 e D1. Já nas amostras tratadas pelo leite fermentado pelo L. paracasei 

(nosso controle positivo - LP), há um predomínio de micro-organismos das 

ordensBacteroidales e Clostridiales em ambos os tempos, resultado diferente ao de 

todos os outros grupos, especialmente se considerarmos o tempo de sete dias de 

tratamento prévio com leite fermentado (LPB). 

Poucos trabalhosna literatura avaliarama variação da microbiota em 

camundongos após tratamento com probióticos, e constam, menos ainda, trabalhos que 

avaliaram a cinética dessa administração de probióticos, por isso, nosso trabalho 

apresenta um caráter inédito nesse quesito.  Alguns trabalhos que avaliaram o efeito de 

probióticos na microbiota intestinal, como o de Degirolamo et al. (2014), que analisou a 
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sua variação após a administração prévia durante 21 dias com VLS#3 (uma conhecida 

apresentação farmacológica com uma gama de culturas probióticas conhecidas). Os 

autores observaram apenas pequena variação na dinâmica de micro-organismos dos 

filos Firmicutes e Bacteroidetes, algo muito diferente do que foi visto no nosso trabalho. 

A variação entre os grupos tratados ou não durante sete dias com leites 

fermentados pelos lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal e desafiados com S. 

Typhimurium, sendo sacrificados após cinco (SA) e sete (SB) dias após o desafio, 

mostra uma grande diferença entre os grupos experimentais. Os grupos SA, sacrificados 

cinco dias após o desafio com o patógeno, mostraram: no grupo somente desafio com a 

salmonela (SA), aumento na predominância de micro-organismos das ordens Bacillales 

(principalmente) e Clostridiales; no grupo previamente tratado com L. rhamnosus D1 

(D1SA), aumento na predominância de Bacillales (principalmente) e também, 

diferentemente do grupo SA, de micro-organismos da ordem Lactobacillales 

(provavelmente o próprio L. rhamnosus D1) e Burkholderiales;no grupo previamente 

tratado com a amostra B7, vimos perfil semelhante, porém com a representatividade da 

ordem Enterobacteriales (representado pela S. Typhimurium) no lugar da 

Lactobacillales, mostrando, no que diz respeito à variação da microbiota, um efeito 

protetor menos eficaz do L. plantarum B7 quando comparado com a amostra D1; por 

fim, no grupo previamente tratado com nosso controle positivo, LPSA, há uma 

manutenção da predominância de micro-organismos da ordem Bacteroidales, 

mostrando uma manutenção de um estado próximo ao do animal sem tratamento. Isso 

indica um maior efeito protetor dessa amostra, quando avaliando a variação da 

microbiota, em comparação com o efeito das amostras de lactobacilos isoladas de queijo 

Minas artesanal. Nos grupos SB, há um predomínio do OTU do gênero Salmonella, 

representando pela ordem Enterobacteriales, à qual esta espécie pertence, variando os 

grupos tratados com lactobacilos do controle negativo principalmente quanto à presença 

da ordem Clostridiales nos grupos tratados e, estranhamente, da ordem Lactobacillales 

no controle negativo (SB). Mais uma vez, o grupo tratado com o controle positivo 

(LPSB) mostra uma superioridade no seu efeito protetor, visto que não apresenta o OTU 

de Enterobacteriales e sim uma predominância de um OTU da ordem Clostridiales (não 

tendo qualquer identificação filogenéticaconhecida além da ordem à qual pertence). 

Avaliando as variações por análises de “metastats”, que comparam, por meio de 

testes de T não paramétricos, a abundância dos OTUs a um nível de significância de 

0,05, observamos alguns OTUs que apresentaram variação significativa entre os grupos 
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analisados.A comparação entre os grupos B7SA e SA apresentam dois OTUs variando 

significativamente em abundância, um da ordem Clostridiales significativamente maior 

no grupo SA, sendo identificado como pertencente à família Lachnospiraceae, e um 

significativamente maior no grupo B7SA do gênero Schlegelella, representando a 

ordem Burkholderiales, como pode ser observado na figura 30. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Abundância (%) dos 20 OTUs dominantes, em nível de gênero, no 

conteúdo do íleo camundongos machos convencionais (BALB/c) tratados com leites 

fermentados por e desafiados ou não comS. Typhimurium (inóculo de 106 UFC). 

B7SA: grupo com sete dias de administração prévia de leite fermentado pela amostra de 

L. plantarum e sacrifício após cinco dias da infecção com salmonela, SA: grupo 

somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo) (n=6). (p<0,05) para 

grupos realçados em negrito na legenda. Teste Metastats (n=3). Obs: amostra seguidas 

de ( ) e letra indicam o nível taxonômico mínimo de identificação pelas ferramentas de 

análise utilizadas, sendo O: ordem e F: família. 

 

 A comparação entre os grupos B7SB e SB mostrou uma diferença estatística 

(p<0,05) no OTU representado pelo gênero Salmonella, onde a abundância foi 

estatisticamente maior no grupo somente desafiado com o patógeno mencionado, 

evidenciando algum fator protetor, no que diz respeito à variação da microbiota, da 

amostra B7 na infecção por S. Typhimurium, como pode ser observado na figura 31. 
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Figura 31. Abundância (%) dos 15 OTUs dominantes, em nível de gênero, no 

conteúdo do íleo camundongos machos convencionais (BALB/c) tratados com leites 

fermentados por lactobacilos e desafiados ou não comS. Typhimurium (inóculo de 

106 UFC). B7SB: grupo com sete dias de administração prévia de leite fermentado pela 

amostra de L. plantarum e sacrifício após sete dias da infecção com salmonela, SB: 

grupo somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo) (n=3).(p<0,05) para 

grupos realçados em negrito na legenda. Teste Metastats (n=6). Obs: amostra seguidas 

de ( ) e letra indicam o nível taxonômico mínimo de identificação pelas ferramentas de 

análise utilizadas, sendo O: ordem e F: família. 

  

 Os grupos D1SA e SA diferiram de forma semelhante aos grupos B7SA e SA, 

exceto pelo fato de um OTU não classificado, nem em nível de filo, ter se apresentado, 

no grupo SA, nessa comparação, estatisticamente mais abundante que no grupo D1SA, 

como pode ser observado na figura 32.Os grupos D1SB e SB apresentaram perfis muito 

semelhantes aos dos grupos B7SB e SB, tendo um aumento estatisticamente 

significativo na abundância do OTU do gênero Salmonella no grupo somente desafiado 

com o patógeno, evidenciando o mesmo efeito protetor da amostra D1 que o promovido 

pela amostra B7 (dados não mostrados). 
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Figura 32. Abundância (%) dos 20 OTUs dominantes, em nível de gênero, no 

conteúdo do íleo camundongos machos convencionais (BALB/c) tratados com leites 

fermentados por lactobacilos e desafiados ou não com S. Typhimurium (inóculo de 

106 UFC). D1SA: grupo com sete dias de administração prévia de leite fermentado pela 

amostra de L. rhamnosus e sacrifício após cinco dias da infecção com salmonela, SA: 

grupo somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo) (n=3). (p<0,05) para 

grupos realçados em negrito na legenda. Teste Metastats (n=3). Obs: amostra seguidas 

de ( ) e letra indicam o nível taxonômico mínimo de identificação pelas ferramentas de 

análise utilizadas, sendo O: ordem e F: família. 

 

O trabalho de Ferreira et al. (2011), mostrou, assim como o presente trabalho, 

variação na abundância de OTUs da famíliaLachnospiraceae na microbiota intestinal de 

camundongos com colite associada à salmonelose experimental. Já o trabalho de Gill et 

al. (2012), explica melhor a relação desta família com a salmonelose. Os autores desse 

trabalho evidenciaram que há uma redução nos micro-organismos da família 

Lachnospiraceae na infecção por S. Typhimurium devidoao recrutamento de neutrófilos 

e a produção de elastase por estes. Com base nesses dados, podemos inferir que os 

grupos previamente tratados com lactobacilos estão atrasando ou abrandando a 

infecção, pois estes grupos provavelmente não estão ainda respondendo à infecção por 

salmonela pelo aumento de agentes da microbiota envolvidos na tentativa de proteção à 

infecção. Porém, para se afirmar isso, necessitaríamos de experimentos em cinética e/ou 

que fosse avaliada a participação da elastase dos neutrófilos recrutados na infecção, 
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como fizeram os autores no estudo mencionado. Ferreira et al. (2011) constataram, além 

da variação na abundância de micro-organismos da família Lachnospiraceae,  uma 

redução na diversidade da microbiota intestinal à medida que a doença progredia, o que 

também foi observado no presente estudo.O trabalho de Ng et al., (2013), que avaliou a 

variação da microbiota intestinal em uma conhecida condição de disbiose, a IBS 

(síndrome do intestino irritável), mostrou, assim como no nosso trabalho, participação 

deOTUs do gênero Schlegelella, pertencente à classe Beta-Proteobacteria e ordem 

Burkholderiales. Os autores mostraram a redução desse gênero na condição estudada 

por eles enquanto observou-se, no presente estudo, o aumento significativo (p<0,05) na 

abundância desse OTU nos grupos previamente tratados com lactobacilos isolados de 

queijo Minas artesanal e posteriormente desafiados com S. Tyhphimurum quando 

comparados ao controle negativo, somente desafiado com o patógeno. Portanto, a 

variação nesses OTUs parece indicar possível efeito protetor das amostras de 

lactobacilos B7 e D1 (por meio da modulação de agentes envolvidos na disbiose 

intestinal) frente àinfecção por S. Typhimurium. 

O perfil microbiano do grupo LPSA é bastante diferente do perfil observado nos 

grupos tratados com leites fermentados por lactobacilos isolados de queijo Minas 

artesanal e desafiados com S. Typhimurium, como pode ser observado na figura 33. É 

interessante observar que a abundância do OTU representado pela ordem Bacteroidales 

foi maior (p<0,05) no grupo LPSA quando comparado ao controle negativo SA, 

mostrando uma maior resistência à colonização por parte do L. paracasei (controle 

positivo), visto que tende a manter a microbiota mais semelhante à do grupo sem 

tratamento algum. Além disso, o aumento na abundância de OTU representando a 

família Porhyromonadaceae, reforça o efeito protetor do controle positivo, uma vez que 

essa família, em estudos envolvendo a microbiota, normalmente está relacionada com 

MIB (Bacteroides intestinal murino, em tradução livre), um agente comumente 

associado à redução dos efeitos da salmonelose no ambiente intestinal (Ferreira et al., 

2011).  
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Figura 33. Abundância (%) dos 20 OTUs dominantes, em nível de gênero, no 

conteúdo do íleo camundongos machos convencionais (BALB/c) tratados com leites 

fermentados por lactobacilos e desafiados ou não com S. Typhimurium (inóculo de 

106 UFC). LPSA: grupo com sete dias de administração prévia de leite fermentado pela 

amostra de L. paracasei(controle positivo) e sacrifício após cinco dias da infecção com 

salmonela, SA: grupo somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo) 

(n=3). (p<0,05) para grupos realçados em negrito na legenda. Teste Metastats (n=6). 

Obs: amostra seguidas de ( ) e letra indicam a taxonomia máxima identificada pelas 

ferramentas de análise utilizadas, sendo O: ordem e F: família. 
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Figura 34. Abundância (%) dos 20 OTUs dominantes, em nível de gênero, no 

conteúdo do íleo camundongos convencionais (BALB/c) tratados ou não 

lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal e desafiados ou não com S. 

Typhimurium (inóculo de 106 UFC).LPSB: grupo com sete dias de administração 

prévia de leite fermentado pela amostra de L. paracasei(controle positivo) e sacrifício 

após sete dias da infecção com salmonela, SB: grupo somente desafiado com S. 

Typhimurium (controle negativo) e sacrificado após sete dias (n=6). (p<0,05) para 

grupos realçados em negrito na legenda. Teste Metastats (n=6). Obs: amostra seguidas 

de ( ) e letra indicam o nível taxonômico mínimo de identificação pelas ferramentas de 

análise utilizadas, sendo O: ordem e F: família. 

 

 A comparação entre os grupos LPSB e SB na figura 34 mostrao aumento de um 

OTU estatisticamente diferente no grupo LPSB, além do efeito protetor devido à 

redução estatisticamente significativa na abundância do OTU representando o gênero 

Salmonella no grupo previamente tratado com o lactobacilo em comparação ao grupo 

somente desafiado. O OTU em questão não tem uma identificação conhecida nas bases 

de dados atuais da região V4 do gene 16s r RNA, portanto, o que pode ser afirmado a 

respeito desse OTU, por ora, é que ele possivelmente está envolvido no efeito protetor 

do controle positivo em um modelo murino experimental de salmonelose. 

 Uma vez que, ao contrário do esperado, nem mesmo a família 

Lactobacillaceaeapareceu nos grupos tratados previamente com leite fermentado por 

lactobacilos, avaliamos a abundância do gênero Lactobacillus por técnicas de qPCR e 

os resultados da quantificação de UFC baseado nos valores de Ct encontrados. 

Curiosamente, em grupos experimentais semelhantes aos utilizados para as análises por 

sequenciamento de nova geração, onde o conteúdo intestinal foi coletado 24horas após a 

última administração de leite fermentado por lactobacilos, somente os grupos (sem 

tratamento algum), B7SA e D1SA apresentaram contagens médiasde lactobacilos (+ 

desvio padrão) de, respectivamente, 9,73+0,18; 9,88+0,14 e 9,59+0,16 log10 UFC/g de 

conteúdo intestinal, não havendo diferença (p>0,05) entre os grupos. Os grupos LPSA e 

SA não apresentaram quantidades detectáveis por essa técnica de lactobacilos no 

conteúdo do íleo de camundongos. Para avaliar o tempo de permanência dos 

lactobacilos no íleo dos camundongos, outro experimento foi desenvolvido, no qual 

grupos semelhantes foram sacrificados 2horas após o fornecimento de leite fermentado 

ao invés de 24horas. Nesta análise, todos os grupos, inclusive o LPSA, apresentaram 
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contagens médias de lactobacilos (+ desvio padrão): 10,19+0,52, 9,93+0,11 e 

9,96+0,11log10 UFC/g de conteúdo intestinal para B7SA, D1SA e LPSA, 

respectivamente, todos semelhantes (p>0,05) aos grupos que tiveram seu conteúdo do 

íleo avaliado após 24horas da administração dos leites fermentados, assim como o 

grupo sem tratamento.  

 As análises por qPCR confirmou o que as análises pela plataforma MiSeq 

Illumina® já evidenciaram: os lactobacilos não têm uma atuação direta sobre os níveis 

populacionais do íleo de camundongos, mas parecem ser capazes de modificar a 

microbiota deste local. Esta modulação da microbiotaprovavelmente está ligada à 

redução dos danos causados pela salmonelose, assim como a todas as transformações 

indesejáveis que esta causa diretamente ao epitélio intestinal local, de acordo com os 

resultados observados nos outros experimentos previamente mostrados. 

 Umpar deiniciadores para mensurar a abundância do gênero Salmonella por 

técnicas de qPCR também foi utilizado, mas nenhum dos grupos apresentou 

quantidades detectáveis de bactérias deste gênero no conteúdo do íleo dos camundongos 

desafiados por esta técnica. Isto indica que esta técnica é provavelmente ineficaz para a 

detecção de Salmonella no íleo, visto que a técnica de sequenciamento de nova geração 

utilizada conseguiu detectar, no íleo de camundongos de grupos experimentais 

semelhantes, níveis consideráveis de bactérias deste gênero. Para confirmar o 

observado, outro par de iniciadores específico para S. Typhimurium (dados não 

mostrados) foi utilizado e ainda assim não houve detecção em nenhum dos grupos 

experimentais, inclusive o grupo somente desafiado com o patógeno, evidenciando que 

esta não é a técnica mais adequada para detecção de S. Typhimurium, pelo menos não 

no conteúdo do íleo de camundongos machos BALB/c. 

 

 

6. RESUMO DOS RESULTADOS 
 

A tabela 8 apresenta um compilado de todos os resultados, indicandose as 

amostras avaliadas apresentaram resultado desejável (mostrando, inclusive, a 

intensidade da resposta observada) ou não paracada um dos testes realizados ao longo 

do presente estudo. 
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Tabela 8. Resumo dos resultados avaliados pelas amostras de lactobacilos isolados 

de queijo Minas artesanal e controle positivo 

Resultado avaliado 
Amostra 

B4 B5 B7 D1 LP 

Leite fermentado      

Adequação à matriz láctea (leite fermentado) X X X X X 

Aceitação sensorial X X x X X 

Tolerância à liofilização (3 meses) X x X X  

Antagonismo in vitro X X X X X 

Animais Isentos de Germes      

Colonização do trato gastrointestinal X X X X X 

Antagonismo ex vivo X X X X X 

Infecção deS. Typhimurium em animais IG      

Proteção à translocação para fígado (desafio - 6 dias)   x X X 

Preservação das vilosidades do íleo   X X x 

Redução de infiltrados inflamatórios no fígado    x x 

Redução da resposta do tipo Th1 no íleo (desafio - 5 dias)    x  

Estímulo da resposta regulatória no íleo (desafio - 5 dias)     X 

Infecção de S. Typhimurium em animais CV      

Aumento da sobrevida    x x X 

Redução da perda de peso x  x X x 

Proteção à translocação para baço (desafio - 7 dias)   x X  

Proteção à translocação para fígado (desafio - 7 dias)   x x  

Preservação das vilosidades do íleo   X  x 

Redução de infiltrados inflamatórios no fígado   x x x 

Redução da resposta do tipo Th1 no íleo (desafio - 5 dias)   X X x 

Estímulo da resposta regulatória no íleo (desafio - 5 dias)   x X  

Redução da resposta do tipo Th1 no íleo (desafio - 7 dias)   X x x 

Estímulo da resposta regulatória no íleo (desafio - 7 dias)   x X  

Manutenção da microbiota do íleo (desafio - 5 dias)   x x X 

Manutenção da microbiota do íleo (desafio - 7 dias)   x x X 
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Legenda: B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. paracasei (controle positivo). 

CV: convecional,. IG: isento de germes. X maiúsculo indica um resultado mais expressivo 

estatisticamente que x minúsculo. 

 

7. CONCLUSÕES 
 

  

 As linhagens B7 de L. plantarum e D1 de L. rhamnosus de lactobacilos isolados 

de queijo Minas artesanal apresentam potencial probiótico e são adequadas para 

elaboração de leite fermentado funcional, pois conferem efeitos protetores, de forma 

direta e indireta, em modelos in vitro e in vivo, na infecção experimental por S. 

Typhimurium (com uma leve superioridade da linhagem D1). A conclusão é reforçada 

pelo fato de que as amostras experimentais de lactobacilos apresentaram resultados 

semelhantes ou superiores ao controle positivo utilizado: L. paracasei probiótico 

isolado de um leite fermentado comercial com alegação funcional. 
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9. ANEXOS 

 
Anexo 1. Aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) para os 

experimentos in vivo do presente estudo. 

 

Anexo 2. Aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa (COEP) da UFMG para os 

experimentos de análise sensorial do presente estudo. 


