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RESUMO

O estado de Minas Gerais é famoso pelo seu queijo artesanal (QMA) produzido a partir de leite
cru e inoculado com soro fermento endogeno, também conhecido como “pingo”. Em virtude de
sua producdo artesanal, esse queijo é rico em bactérias do 4cido latico (BAL), provenientes de
diferentes origens como soro fermento, silagem, &gua e leite, podendo manifestar potencial
probidtico. O objetivo desse presente trabalho foi identificar molecularmente Lactobacillus spp.,
e Pediococcus acidilactici isolados de silagem, agua, leite, soro fermento e QMA fresco (0 dias)
e maturado (7, 14,21,28 e 60 dias), de sete queijarias e verificar suas origens por meio de
relacBes filogenéticas entre as amostras, bem como caracterizar seu potencial probiotico in vitro
e in vivo. Noventa e quatro amostras Gram positivo e catalase negativo foram submetidas a
reacdo de rDNA 16S-23S, sendo posteriormente selecionadas trinta e seis amostras como sendo
pertencentes ao género Lactobacillus/Pediococcus. O sequenciamento do gene rRNA 16S
identificou cinco espécies: Lactobacillus plantarum, L. paracasei, L. brevis, L. rhamnosus e
Pediococcus acidilactici. A reacéo de fingerprinting via rep-PCR (GTG)s permitiu a montagem
de um dendrograma via UPGMA e mostrou predominancia de Lactobacillus plantarum
(75,7%)em todas as origens pesquisadas, seguido de L. brevis (9,1%), L. paracasei (6,1%), P.
acidilactici (6,1%) e L. rhamnosus (3,0%). Essas amostras foram submetidas aos testes in vitro,
sendo seleciondas quanto ao seu potencial probidtico com base na resisténcia aos sais biliares,
resisténcia aos acidos em pH 2.0 e pH 1.5. Um total de oito amostras foram selecionadas por
meio destes testes, sendo posteriormente submetidas a avaliacdo de susceptibilidade aos
antimicrobianos e antagonismo frente a microrganismos patogénicos. Duas amostras
(Lactobacillus plantarum LP4 e Pediococcus acidilactici PA2) foram selecionadas para 0s
testes in vivo por apresentarem bons percentuais de resisténcia aos sais biliares e acidos, baixos
percentuais de resisténcia aos antimicrobianos e antagonizar a agdo de microrganismos
patogénicos. Os resultados de mortalidade e desenvolvimento ponderal de camundongos
desafiados com Salmonella enterica sorovar Typhimurium e associados ou ndo a administracao
oral de LP4 e PA2 exibiram baixo efeito protetor por parte das duas amostras, embora LP4
tenha apresentado desenvolvimento ponderal superior (p<0,05) aos controles negativo e positivo
(uma amostra comercial de Lactobacillus casei). Esses resultados indicam que a amostra L.
plantarum LP4 poderia ser mais explorada em futuras pesquisas referentes ao uso desse
microrganismo quanto ao seu potencial probidtico.

Palavras-chave: queijo Minas artesanal, BAL, probidticos, Lactobacillus, Pediococcus,
fingerprginting, camundongos, Salmonella Typhimurium



ABSTRACT

Minas Gerais state is known for its famous artisanal cheese, made from raw milk and
innoculated with endogenous starter culture named “pingo”. Due to its artisanal production, that
cheese is rich in lactic acid bacteria (LAB), that may occur in different sources, such as
environment, milk, starter cultures and also water. The aim of this study was to molecularly
identify Lactobacillus spp. and Pediococcus spp. isolated from water, silage, milk, endogenous
starter culture and Minas artisanal cheese fresh (0d) and rippened (7,14,21,28,and 60 days),
from different dairy farms and identify its origin by stablishing phylogenetical relations between
these samples, as well as evaluate it’s in vitro and in vivo probiotic potential. Ninety four Gram
postive and catalase-negative samples were submitted to rRNA 16S-23S PCR reaction, and later
thirty six being selected as belonging to Lactobacillus/Pediococcus group. The rRNA 16S
sequencing showed five species: Lactobacillus plantarum, L. paracasei, L. brevis, L. rhamnosus
and Pediococcus acidilactici. The rep-PCR (GTG)s fingerprinting reaction allowed the montage
of a dendrogram via UPGMA and showed Lactobacillus plantarum predominance amongst he
other LAB (75,7%) from all the studies sources, followed by L. brevis (9,1%), L. paracasei
(6,1%), P. acidilactici (6,1%) and L. rhamnosus (3,0%). These samples were then submitted to
in vitro tests, being selected for its probiotic potential regarding biliar salts and acid (pH 2.0 and
pH 1.5) resistance. A total of eight samples were selected by these tests, and then evaluated its
antimicrobial susceptibility and pathogenic inhibition rate. Two samples (Lactobacillus
plantarum LP4 and Pediococcus acidilactici PA2) showed best biliar salt and acid resistance,
high pathogenic inhibition rate and low antibiotic resistance percentual and then were selected
for in vivo evalution. The results of lethality and weight gain in mice orally infected with
Salmonella entérica sorovar. Typhimurium and associated or not with oral administration of
LP4 and PA2 showed low protective effect of bboth samples; although LP4 had showed hgher
values of weight gain (p<0,05) in contrast of negative and positive (a comercial sample of L.
casei) controls. These results indicates that L. plantarum LP4 sample showed satisactory in vitro
values, as well as weight gain in orally infected S. Typhimurium mice, favoring future studies
refering its use as a potential probiotic.

Keywords: Minas artisanal cheese, LAB, probiotics, Lactobacillus, Pediococcus, fingerprinting,
mice, Salmonella Typhimurium



1. INTRODUCAO

O estado de Minas Gerais é considerado o maior produtor de queijos do pais. Isso se deve, em
grande parte, as tradicBes que foram se sucedendo ao longo do tempo. Atualmente, existem
regides consideradas bem definidas em relacdo a localizacdo das propriedades e das
caracteristicas inerentes as regiGes como latitude, clima, amplitude térmica e qualidade das
pastagens, solo e genética do gado. Todos esses fatores influenciam na qualidade fisico-
quimica, microbiolégica e sensorial desses queijos, com destaque para a utilizacdo do soro
fermento enddgeno e técnicas particulares de produgdo.

Em maio de 2008, o registro no Inventario Nacional de Referéncias Culturais do Instituto do
Patriménio Histdrico e Artistico Nacional (IPHAN) reconheceu o modo de fazer o queijo
artesanal como patriménio imaterial, destacando a forma tradicional de se fazer queijo, a base
de leite cru, soro fermento enddgeno e coalho. O queijo Minas artesanal possui indicagdo
geogréafica em determinadas regides como Serro e Canastra, sendo considerado como legitimo
apenas 0s queijos produzidos em sete regides especificas, envolvendo mais de 10,7 mil
produtores de origem familiar, sendo: Serro, Serra da Canastra, Cerrado, Araxa, Campo das
Vertentes e mais recentemente Serra do Salitre e Tridngulo Mineiro (Minas Gerais, 20144a,b). Os
queijos dessas regibes tém caracteristicas distintas na textura, sabor e carga microbiana, devido
ao tipo de pastagem ingerida pelas vacas, o clima e a altitude locais. Utiliza-se um soro
fermento endogeno, denominado “pingo”, oriundo do soro que se é obtido por meio do queijo
produzido anteriormente, 0 que permite que seja mantida a microbiota da regido e seu sabor
nico. O soro fermento enddgeno é considerado a unidade identitaria do produto (Chalita et al.,
2009), sendo rico em bactérias do acido latico, microrganismos que, em sua maioria,
manifestam atividades probidticas. Esse soro geralmente fermenta a temperatura ambiente
(média de 25°C) o que gera ambiente propicio para a multiplicagdo de microrganismos
benéficos, classificados como bactérias do acido latico, sendo que muitos desses
microrganismos podem manifestar potencial probi6tico.

Probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados na forma correta e na
guantidade adequada, conferem beneficios a salde de seu hospedeiro (FAO/WHO, 2002). O
mercado consumidor atual busca cada vez mais produtos alimenticios que fornecam alto valor
nutritivo e que se apresentem seguros ao consumo. Além disso, o atual estilo de vida dindmico
associado a altos niveis de stress levam as pessoas a manifestarem sintomas associados a ma
alimentagdo como infec¢bes e intoxicacOes alimentares que podem culminar em quadros de
gastroenterites e doencas autoimunes. Assim, a utilizacdo de culturas bacterianas
probidticas estimula a multiplicacdo de bactérias benéficas, em detrimento a
proliferacdo de bactérias potencialmente prejudiciais, reforcando o0s mecanismos
naturais de defesa do hospedeiro (Puupponen-Pimia et al., 2002). Nesse aspecto, 0s
alimentos funcionais se destacam, encontrando uma lacuna presente nesse mercado cada
vez mais exigente, quando se observa um aumento na expectativa de vida da populagéo
mundial associado a uma vida cada vez mais estressante e sedentaria (Acurcio, 2011).

Atualmente sdo poucos os trabalhos que abordam o isolamento e caracterizacdo de
microrganismos probioticos de queijo Minas artesanal, principalmente no que tange a anélise in
vivo utilizando modelo murino. Dessa forma, faz-se mais que necessario esse tipo de estudo,
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uma vez que os resultados podem contribuir para a sele¢do de linhagens probidticas bem como
agregar maior valor ao produto, gerando maior fonte de renda as familias produtoras do queijo
Minas artesanal além de implementar um possivel uso de culturas starter nesses queijos.

2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

Isolar, identificar por métodos moleculares e avaliar o potencial probidtico in vitro e in vivo
de bactérias do &cido latico presentes em agua, silagem, leite, soro fermento endégeno
(pingo) e queijo Minas artesanal provenientes de queijarias da regido de Campo das
Vertentes, Minas Gerais.

2.2.0bjetivos especificos

o Isolar e identificar ao nivel molecular bactérias do 4cido latico (BAL) presentes em
amostras de agua, silagem, leite, soro fermento enddgeno (pingo) e queijo Minas
artesanal em diferentes periodos de maturacao (0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias)

e Avaliar a similaridade filogenética entre as BAL a fim de determinar a diversidade
ecoldgica do produto final

e Caracterizar as BAL segundo o seu potencial probi6tico in vitro, de acordo com:

o Resisténcia ao suco gastrico e sais biliares com o intuito de simular sua
passagem pelo trato gastrointestinal

o Determinacdo da capacidade de inibigdo das BAL contra microrganismos
patogénicos/reveladores por métodos de antagonismo in vitro direto, co-
cultivo e sobrenadante e producédo de peroxido

o Teste de susceptibilidade de BAL frente aos antimicrobianos a fim de
caracterizd-las como GRAS ou Generally Recognized As Safe
(reconhecidamente seguras para 0 consumo)

e Avaliar a capacidade probidtica in vivo dos microrganismos selecionados
determinando a taxa de mortalidade e o desenvolvimento ponderal em
camundongos convencionais, tratados ou ndo com as amostras de BAL e desafiados
com Salmonella enterica sorovar Typhimurium

14



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Queijo Minas artesanal

E considerado queijo Minas artesanal 0 queijo que apresente consisténcia firme, cor e sabor
proprios, massa uniforme, isenta de corantes e conservantes, com ou sem olhaduras mecanicas,
confeccionado a partir do leite integral de vaca fresco e cru, retirado e beneficiado na
propriedade de origem (Minas Gerais, 2012).

O queijo Minas artesanal e as caracteristicas formas de sua confec¢do denotam uma tradigdo
dindmica radicada em sua origem nas técnicas tipicas da serra da Estrela, em Portugal, sendo
que a historia e a cultura de um Brasil enquanto colénia desenvolveram métodos préprios de
fabricacdo do queijo. Essa origem técnica que chegou & América portuguesa com o colonizador
foi raiz de uma nova construcdo intimamente ligada, a cada tempo, a sobrevivéncia de colonos
ibéricos, de individuos luso-brasileiros e por fim, de mineiros. A confeccdo desse queijo em
especifico se estabeleceu com variagdes por todo territério de Minas Gerais dos tempos antigos
e hoje tem caracteristicas especificas reconhecidas para regides geograficas distintas do Estado
de Minas Gerais com condi¢bes geograficas, econbmicas e soOcio-culturais particulares
(Meneses, 2006).

O queijo Minas é o tipo mais tradicional de queijo produzido no Brasil e de grande aceita¢do no
mercado nacional. Até ha algumas décadas se caracterizava como um dos queijos mais
produzidos no Estado. A tecnologia artesanal desse queijo, desenvolvida principalmente na
regido do Serro e da Serra da Canastra a partir do leite cru, constitui uma tradi¢do secular que
deve ser preservada (Santos et al., 1992).

O queijo Minas artesanal possui formato cilindrico, com aproximadamente 40 cm de diametro.
Em algumas queijarias o queijo é produzido com didmetro ligeiramente maior e um pouco
menor em altura. Sua casca é normalmente esbranquicada, tendendo a se transformar numa
crosta fina e amarelada quando o queijo é curado por alguns dias. Internamente, a massa é
branca e consistente, as vezes ligeiramente quebradica. O queijo apresenta sempre aberturas
mecanicas de pequeno tamanho e, ndo raramente, diversas e pequenas olhaduras irregulares.
Seu sabor é bastante tipico e acentuadamente mais acido do que o queijo Minas industrializado
(Furtado, 1980).

De acordo com Meneses (2006), usa-se o tecido “volta ao mundo” para a
prensagem/dessoragem da massa antes de enformé-la. J& na regido do Serro, ndo se usa tecido
para a prensagem manual que é feita diretamente na forma, pelas méos do queijeiro.

Em Minas Gerais, 0 queijo Minas artesanal sobreviveu as pressdes da moderniza¢do dos
processos de producdo, ndo s pelo apego as tradicBes, mas também pelo isolamento das
propriedades produtoras, espalhadas pelas colinas e pelos vales do Estado. Isso contribuiu para
que se preservassem produtos com caracteristicas proprias e de imenso valor cultural e
econdmico (EMATER, 2004). De acordo com o Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), as
principais mesorregides com seus respectivos municipios que produzem o legitimo queijo
Minas artesanal sdo (fig.1):
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o Araxa (Minas Gerais, 2003a) — Araxd, Campos Altos, Conquista, Ibia, Pratinha,
Pedrindpolis, Perdizes, Sacramento, Santa Juliana, Tapira;

e Canastra (Minas Gerais, 2004) - Bambui, Delfindpolis, Medeiros, Piumhi, Sdo Roque
de Minas, Tapirai, Vargem Bonita;

e Cerrado (Minas Gerais, 2007) — Abadia dos Dourados, Arapua, Carmo do Paranaiba,
Coromadel, Cruzeiro da Fortaleza, Guimarania, Lagamar, Lagoa Formosa, Matutina,
Patos de Minas, Patrocinio, Presidente Olegario, Rio Paranaiba, Santa Rosa da Serra,
Sao Gongalo do Abaeté, Sdo Gotardo, Serra do Salitre, Tiros, Varjdo de Minas;

e Serro (Minas Gerais, 2003b) — Alvoradas de Minas, Concei¢do do Mato Dentro, Dom
Joaquim, Materlandia, Paulistas, Rio Vermelho, Sabinopolis, Santo Antdnio do Itambé,
Serra Azul de Minas, Coluna, Serro;

e Campo das Vertentes (Minas Gerais, 2009) - Barroso, Concei¢do da Barra de Minas,
Coronel Xavier Chaves, Carrancas, Lagoa Dourada, Madre de Deus de Minas,
Nazareno, Prados, Piedade do Rio Grande, Resende Costa, Ritapolis, Santa Cruz de
Minas, Sao Jodo Del Rei, Sdo Tiago e Tiradentes.

e Triangulo Mineiro (Minas Gerais, 2014a) - Araguari, Cascalho Rico, Estrela do Sul,
Indiandpolis, Monte Alegre de Minas, Monte Carmelo, Nova Ponte, Romaria,
Tupaciguara e Uberlandia

e Serrado Salitre (Minas Gerais, 2014b) — municipio de Serra do Salitre

Atualmente, um total de 298 produtores sdo listados nos documentos do IMA, dentre os
produtores cadastrados e os inseridos no programa de agricultura familiar. Além disso, o estado
de Minas Gerais conta com sete entrepostos - locais especificos de armazenamento e maturacao,
de temperatura e ventilacdo controladas - de queijos oriundos de associa¢fes de produtores de
gueijo Minas artesanal na regido da Canastra. (Minas Gerais, 2014a). O queijo Minas artesanal
tem sua producdo caracteristica em virtude da utilizacdo do soro fermento enddgeno
denominado “pingo” - um verdadeiro fermento natural que o queijeiro mantém ativo por
semanas ou meses. Apds a enformagem e salga por aspersao de sal grosso em sua superficie, 0s
gueijos sdo deixados sobre uma bancada onde ficam a dessorar. O soro que escorre de um dia
para o outro é coletado em uma vasilha e vem a constituir o "soro fermento enddgeno". Trata-se
de um soro que fermentou de um dia para o outro, contendo certa quantidade de sal que age
como inibidor de certas fermentacBes indesejaveis, associado a outros fendmenos como a
atuacdo de BAL. No momento de ser adicionado ao leite, na produgéo do dia, o "soro fermento
enddgeno™ contém certamente milhGes de bactérias do acido latico por mililitro.
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Legenda

Arah - Quego Mnas Ancsanad
— Dystrito
1 Compo das Verrates - Queg Minas Antesanal | Federal
- Canastra - Queqo M inas Artesanal ’
- Cetrado - Quenio Minas Aesany
[: Serra do Saktre - Queyo Minas Adesanal
[:] Semo - Queyo Minas Artesanal
B o000 - Quene Minas Artesanad

Figura 1 — mesorregides produtoras do queijo Minas artesanal (Adaptado de EMATER, 2004)

A influéncia do clima e localizagdo geografica, 0 modo artesanal de producéo e sua associagdo
com o uso de soro fermento enddégeno atuam diretamente na dindmica microbioma desses
queijos, garantindo um grande ndmero de microrganismos diferentes, com destaque para as
bactérias do acido latico que, dentre outras caracteristicas inerentes ao grupo, podem manifestar
potencial probidtico.

3.2. Bactérias do acido latico (BAL)

Bactérias do acido latico pertencem ao grupo de bactérias Gram positivo que englobam
caracteristicas morfol6gicas, metabdlicas e fisiologicas semelhantes. Sdo cocos ou bacilos ndo
formadores de esporos, produtoras de acido latico como produto principal da fermentacdo de
carboidratos (Salminen, 1993). Este grupo é composto por 13 géneros pertencentes ao filo
Firmicutes: Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Paralactobacillus,
Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus e Weissella (Jay, 2005; Mayo, Sinderen e Ventura, 2008).

A classificacdo em diferentes géneros se baseia na morfologia, modo de fermentacgdo da glicose,
crescimento em diferentes faixas de temperatura, configuracdo do acido-latico produzido,
habilidade de crescimento em altas concentracdes de sal e tolerancia a bases e acidos. Em
relacdo ao metabolismo, destacam-se duas vias principais de fermentacdo de carboidratos: a via
glicolitica (Embden-Meyerhof-Parnas), sendo também classificada como via homofermentativa,
uma vez que todo o produto do metabolsimo oriundo da oxidacdo da lactose é transformado
essencialmente em &cido latico; e a via 6-fosfogluconato/fosfocetolase ou via
heterofermentativa, em virtude dos produtos oriundos do processo fermentativo serem variados
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como a producdo de etanol, acetato, CO,, acido-graxos volateis dentre outros compostos
aromaticos (Salminen, 1993).

De acordo com Tamime (2005), bactérias do acido latico podem manifestar potencial
probidtico, comumente utilizadas em produtos como queijos e produtos fermentados, com
destaque para os géneros Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus e Lactobacillus. Apesar de
ndo pertencerem ao grupo das BAL, o género Bifidobacterium também é muito utilizado em
produtos com alegagdo probidtica. Dentre as bactérias do &cido latico pertencentes ao género
Lactobacillus, destacam-se L. acidophilus, L. helveticus, L. casei ssp. paracasei, L. casei ssp.
tolerans, L. paracasei, L. fermentum, L. reuteri, L. johnsonii, L. plantarum, L. rhamnosus e L.
salivarius (Collins, Thornton e Sullivan, 1998; Lee et al., 1999; Sanders e Klaenhammer, 2001).

As bactérias do &cido latico sdo consideradas benéficos e contribuem para a realizagcdo das
alteragfes bioquimicas envolvidas no processo de maturacdo do queijo: sdo responsaveis pela
transformacdo da lactose em &cido latico, e suas enzimas contribuem na protedlise e na
conversdo de aminoécidos em substancias volateis responsaveis pelas propriedades sensoriais
do produto final. As BAL podem ser adicionadas no inicio da fabricacdo, ou podem ser
utilizadas aquelas que ja ocorrem naturalmente no leite, como ocorre no caso dos queijos
artesanais (Beresford et al., 2001)

Dessa forma, o modo de produgdo do queijo Minas artesanal bem como as transformagoes
bioguimicas que nele ocorrem conferem um ambiente propicio a multiplicacdo de bactérias do
acido lactico (principalmente bactérias do género Lactobacillus), podendo muitas delas vir a
manifestar potencial probi6tico satisfatério.

O quadro 1 (um) descreve os principais géneros e espécies de BAL que apresentam carater
probiético:
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Quadro 1. Principais géneros e espécies de BAL e seus principais efeitos no hospedeiro

Género Espécies | Principais efeitos

Tratamento de diarréia do viajante, reducdo do tempo de
internamento de criangas acometidas por diarréia aguda,
atividade antiflngica, prevencao e tratamento de vaginose
bacteriana, tratamento de diarréia associada a C. difficile
Prevencdo e reducdo de dermatite atépica em criancas, reducao
do risco de desenvolvimento de doencas alérgicas, potencial
anti-diabético, prevencéo de enterocolite necrotizante em
Lactobacillus recém-nascidos, prevencao e tratamento de vaginose
rhamnosus bacteriana, auxilio na perda de peso em mulheres obesas,
tratamento de gastroenterite aguda em criangas, protecéo de
musculatura col6nica por danos induzidos via
lipopolissacarideo (LPS)

Lactobacillus
acidophilus

Reducdo de colesterol (LDL), tratamento de gastroenterite
aguda em criangas, diminui¢do da duragdo de diarréia em
criancas, reducdo de sepse, intolerancia a alimentos e tempo de

Lactobacillus  Lactobacillus reuteri internacdo em criangas

Tratamento de constipacdo em adultos, atividade
imunomodulatoria, tratamento de diarréia associada a C.
difficile, auxilio na restauragdo de microbiota vaginal
Lactobacillus casei  acometida por vaginose bacteriana, reducéo dos sintomas de
sindrome do intestino irritado, reducdo de diarréia associada ao
uso de antimicrobianos, protecdo contra infecgéo por
Salmonella ssp., tratamento de vaginose estafilococica

Lactobacillus Prevencao na producéo de endotoxina, atividade antifiingica,
plantarum reducdo dos sintomas de sindrome do intestino irritado
) Melhoria da imunidade adaptativa em afecces do trato
Lactobacillus respiratorio em criancas, reducio da ocorréncia de gastrite por
johnsonii Helicobacter pylori, auxilio no tratamento em conjunto de

levocetirizine para rinite alérgica perene em criangas
Prevencdo de vaginose bacteriana, inibi¢do de aderéncia de
patégenos a mucosa vaginal, acdo anti-estafilococica, reducao
de resisténcia a insulina e hipercolesterolemia

Lactobacillus
fermentum

Enterococcus durans,

Enterococcus Atividade anti-inflamatdria, aderéncia & mucosa colénica e

E. faecium N o e X
producéo de compostos antioxidantes e antimicrobianos
. Pediococcus Producdo de pediocina, bacteriocina e protecdo contra infecgéo
Pediococcus SR ; -
acidilactici por Helicobater pylori
Streptococcus Streptococcus Redugéo dos efeitos de sindrome do intestino irritado e de
thermophilus enterocolite necrotizante em criangas
Weissella confusa, W. Prevenir e controlar patégenos bacterianos por meio da
Weisella kimchii, W. producdo de compostos antimicrobianos que incluem acido
paramesenteroides latico, peroxido de hidrogénio, diacetil e bacteriocinas

Adaptado de Collins, Thornton, Sullivan, 1998; Lee et al.,1999; Sanders e Klaenhammer, 2001,
Tamime 2005; Fijan, 2014.
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3.2.1 O género Pediococcus

O género Pediococcus pertence a familia Lactobacillaceae e consiste de onze espécies: P.
acidilactici, P. pentosaceus, P. clausenii, P. cellicola, P. sttilesii, P. inopinatus, P. damnosus, P.
parvulus, P. dextrinicus, P. siamensis, e P. ethanolidurans. Os microrganismos pertencentes ao
género sdo Gram positivo, catalase-negativo, microaerdfilos, homofermentativos e produtores
de D-lactato. A microscopia se apresentam morfologicamente em cocos isolados, em pares, ou
mais comumente em tétrades. Estdo presentes em produtos carneos fermentados em geral e em
menor quantidade em produtos lacteos fermentados. (Bhowmik e Marth, 1990; Kantor et al.,
1997; Nigatu et al., 1998). Dentre as espécies do género, pode-se destacar duas delas: P.
acidilactici e P. pentosaceus que sdo amplamente usadas na fermentacdo de vegetais, carnes,
massas, sucos de fruta, derivados lacteos e silagem (=Bhowmik e Marth, 1990; Luchansky et
al., 1992; Knorr, 1998; Hudson et al., 2000).

Diversos estudos descrevem o potencial probidtico de Pediococcus spp., principalmente pela
producdo de compostos antimicrobianos como a pediocina. A pediocina PA-1 é uma
bacteriocina pertencente a classe Ila (ou familia das pediocinas) e devido ao seu amplo espectro
antimicrobiano e estabilidade em alimentos torna-se uma substdncia de grande interesse
industral como bio-preservativo e clinico em virtude de seu potencial probiético. Bhunia et al.
(1990) avaliaram aspectos imunoldgicos da pediocina em coelhos e ndo constataram potencial
imunogénico tampouco toxico, podendo ser aplicada com seguranga em alimentos como um
bio-preservador (Bhunia et al., 1990). Rodriguez et al. (2002) constataram que P. acidilactici
BA28 produtora de pediocina foi capaz de retardar o crescimento e a colonizagéo estomacal por
H. pylori em camundongos, além de reverter o processo infeccioso causado pelo patdgeno.
Dabour et al. (2009) avaliando a diferenca do efeito protetor frente a infec¢do por Listeria
monocytogenes na administragdo intra-géstrica de pediocina e na administracdo oral de P.
acidilactici constataram que a bacteriocina exerce maiores efeitos benéficos em detrimento da
bactéria, quando administrados oralmente em camundongos.

3.2.2 O género Lactobacillus

O género Lactobacillus pode ser considerado como o principal representante do grupo de
bactérias do &cido latico. A heterogeneidade e o grande nimero de espécies se devem a
definicdo do género, essencialmente de formato bacilar Gram positivo, ndo formadores de
esporos e catalase negativo. De carater ubiquitario, muitas espécies possuem aplicacdo na
tecnologia de alimentos. Lactobacillus spp. também estdo associados a cavidade bucal, tratos
gastrintestinal e vaginal de humanos e de outros animais (Sharpe, 1981; Kandler e Weiss, 1986).

Atualmente, o género Lactobacillus é representado por 167 espécies e 27 subespécies, ocupando
diversos ambientes onde carboidratos fermentaveis encontram-se disponiveis, como o trato
gastrointestinal e vaginal, cavidade oral e a pele além da matéria organica dos solos e
associados aos vegetais e principalmente produtos lacteos fermentados e queijos (Tamime,
2005; )AFelis e Dellaglio, 2007). A diversidade desse grupo é representada pelo grande
contetido GC, variando de 32 a 53 mol%. Dessa forma, o género Lactobacillus foi organizado
em trés grupos baseados principalmente nas suas caracteristicas fermentativas (Stiles e
Holzapfel, 1997; Slover et al., 2008).
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O grupo um inclui as espécies homofermentativas obrigatérias (L. acidophilus, L. bulgaricus, L.
delbrueckii, L. crispatus, L. gasseri, L. johnsonii, grupo L. salivarius, L. salivarius.). O grupo
dois é formado pelas espécies heterofermentativas facultativas (grupo L. casei, L. casei, L.
paracasei, grupo L. plantarum, L. plantarum, L. rhamnosus, L. sake), sendo que 0os membros
deste grupo fermentam pentoses. O grupo trés é o das espécies heterofermentativas obrigatorias,
que produzem CO, a partir da glicose e englobam as espécies L. fermentum, L. brevis, L.
reuteri, L. sanfrancicencis. As espécies de Lactobacillus podem produzir um pH de 4,0 em
alimentos que contém carboidratos fermentaveis e pH de aproximadamente 7,1 (Salminen,
1993; Stiles e Holzapfel, 1997; Barrons et al., 2008).

As bactérias do género Lactobacillus sdo frequentemente associadas como sendo probidticas
por serem classificadas como seguras ao consumo ou GRAS (Generally recognized as safe) por
Orgdos de pesquisa e de saude puablica, como a FAO/WHO e FDA (Food and Drug
Administration). Dessa forma, essas espécies de Lactobacillus ndo devem manifestar potencial
patogénico, nem serem capazes de transmitir genes de resisténcia a antimicrobianos (Gomes e
Malcata, 1999; Oliveira et al., 2002)

3.3. Probioticos
3.3.1 Historio e definicéo

Inicialmente, probidticos eram definidos como suplementos alimentares de microrganismos
vivos que afetavam beneficamente o hospedeiro pelo melhoramento do balango da microbiota
intestinal (Fuller, 1989). Embora os beneficios de consumir produtos fermentados sejam
conhecidos pela humanidade por séculos, muito antes da descoberta dos microrganismos, o
conceito de administrar microrganismos com o intuito de conferir beneficios a saude
comecaram ha décadas quando Metchnikoff teorizou que a saude poderia ser melhorada, bem
como a senilidade pudesse ser adiada, pela manipula¢do da microbiota intestinal em virtude do
consumo de bactérias benéficas ora encontrada em iogurtes (Mackowiak, 2013)

Atualmente, a definicdo mais amplamente aceita e difundida a respeito de probiéticos baseia-se
no conceito da Food and Agriculture Organization e World Health Organization (FAO/WHO,
2002), sendo os probidticos considerados “microrganismos vivos que, quando administrados
em concentragoes adequadas, conferem um beneficio a saude do hospedeiro”. O uso de
culturas bacterianas de potencial probidtico favorece a multiplicacdo de bactérias benéficas, em
detrimento a proliferacdo de bactérias potencialmente prejudiciais, reforcando os mecanismos
naturais de defesa do hospedeiro (Puupponen-Pimi et al., 2002).

Diversos preparos empregando Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. e Enterococcus spp.,
sdo bem estabelecidos no mercado e alimentos contendo probidticos tém sido comercializados
no Japdo desde 1920 (Tamime, 2005).

Nas ultimas duas décadas, houve um crescente interesse em pesquisas de base e de carater
clinico envolvendo probidticos, resultando em mais de seis mil publicacdes na literatura
biomédica, sendo 60% desses artigos publicados nos Gltimos cinco anos, alguns ocupando altos
rankings de classificacdo e fator de impacto em periddicos e bases indexadoras (Rijkers et al.,
2011)
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Para fornecer beneficios a salde, é essencial que o produto comercial apresente concentracfes
de 10° UFC/mL ou g até a data de vencimento, enquanto a dose minima terapéutica sugerida é
de 10%a 10° UFC/mL ou g (Shah, 2000). A fisiologia intestinal e os mecanismos de defesa do
hospedeiro exercem importante papel na prevencdo de superpopula¢Bes da microbiota, além de
determinar a composi¢do e distribuicdo final desses microrganismos por todo o trato
gastrointestinal (TGI) (Stiles e Holzapfel, 1997).

Uma série de pré-requisitos devem ser avaliados para que um microrganismo seja considerado
probidtico (Salminen et al., 1996), devendo: a) ter habilidade de aderir as células localizadas nas
mucosas intestinais, b) reduzir ou impedir a aderéncia por patégenos, ¢) mulltiiplicar e resistir
ao ambiente, sejam eles leite fermentado, iogurte e outros derivados lacteos, bem como produtos
derivados carneos, d) produzir &cidos, per6xido de hidrogénio e bacteriocinas com acgdo
antagonista direta ao crescimento de patdgenos, €) ser seguro, ndo invasivo, ndo carcinogénico e
ndo patogénico e f) co-agregar com o intuito de formar uma microbiota normal e equilibrada,
por meio da formacdo de uma barreira no epitélio intestinal (Kaur, Chopra e Saini, 2002)

A influéncia benéfica dos probidticos sobre a microbiota intestinal humana inclui fatores como
efeitos antagdnicos, competicdo e efeitos imunoldgicos, resultando em um aumento da
resisténcia contra patdgenos.

3.3.2 Mecanismo de acao dos probioticos

Os mecanismos de acdo de probidticos baseiam-se no fato de que diversas comunidades
microbianas autoctones sdo hospedeiro-especificas, local-especificas, complexas em sua
composicdo e que proporcionam efeitos benéficos ao hospedeiro. Para tanto, esses sdo
pressupostos dos quais deve-se levar em consideragdo para que 0s microrganismos benéficos
possam manifestar potencial probidtico por meio de seus mecanismos de acdo (Nagpal et al.,
2012)

Trés possiveis mecanismos de atuacdo sdo atribuidos aos probidticos, sendo o primeiro deles a
supressdao do numero de células viaveis de patégenos pela acdo de compostos com atividade
antimicrobiana, a competicdo por nutrientes e a competicdo por sitios de adesdo. O segundo
desses mecanismos seria a alteracdo do metabolismo microbiano, pelo aumento ou diminuicéo
da atividade enzimatica. O terceiro seria o estimulo da imunidade do hospedeiro, pelo aumento
dos niveis de anticorpos e 0 aumento da atividade dos macrofagos. O espectro de atividade dos
probiédticos pode ser dividido em efeitos nutricionais, fisiol6gicos e antimicrobianos (figura 2)
(O'Toole e Cooney, 2008; Fuller, 1989).
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Figura 2. mecanismos de agdo exercidos pelos microrganismos probi6ticos. Adaptado de O'Toole e
Cooney (2008).

1. Competicdo por nutrientes e prebioticos: o hospedeiro fornece as quantidades de
nutrientes que as bactérias intestinais necessitam e estas exibem ativamente as suas
necessidades. Essa relagdo simbidtica impede uma producdo excessiva de nutrientes, a
qual favoreceria o estabelecimento de competidores microbianos com potencial
patogénico ao hospedeiro.

2. Bioconversdo: em adigdo aos &cidos latico e acéticos produzidos pelas BAL e bactérias
do género Bifidobacterium, probio6ticos produzem outros tipos de acido como acido
hipurico e citrico (Dave e Shah, 1997).

3. Producdo de fatores de crescimento: um grande nimero de BAL e bactérias do género
Bifidobacterium, foram identicados como produtoras de vitaminas como folato,
cobalamina, vitamina K, riboflavina e tiamina (Tamime, 2005). A acdo de
microrganismos durante a fabricacdo de produtos contendo culturas ou no trato
digestivo influencia favoravelmente a quantidade, a biodisponibilidade e a
digestibilidade de alguns nutrientes da dieta. A fermentacdo de produtos lacteos por
bactérias do acido latico pode aumentar a concentracdo de determinados nutrientes,
como vitaminas do complexo B. As bactérias do acido latico caracterizam-se pela
liberacdo de diversas enzimas no limen intestinal. Essas enzimas exercem efeitos
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sinérgicos sobre a digestdo, aliviando sintomas de deficiéncia na absorcdo de nutrientes
(Kopp-Hoolihan, 2001).

Antagonismo direto: probidticos também atuam na microbiota geral por antagonismo
direto. Diversos estudos recentes mostram que esses microrganismos podem modular
nimeros de um Unico microrganismo modelo em sistemas experimentais. Como
exemplo, amostras Lactobacillus salivarius inibem o crescimento in vitro de
Helicobacter pylori por meio de mecanismos envolvendo a secre¢do de &cido latico.
Além disso, o antagonismo direto ocorre principalmente pela producdo de bacteriocinas,
pequenos peptideos termoestaveis com potente atividade antimicrobiana (Cotter, Hill e
Ross, 2005; Ryan et al., 2008)

Exclusdo competitiva: a modulacdo da microbiota intestinal pelos microrganismos
probioticos ocorre em virtude de um mecanismo denominado “exclusdo competitiva”,
impedindo a colonizacdo dessa mucosa por microrganismos potencialmente
patogénicos, por meio da competicdo por sitios de adesdo, da competi¢do por nutrientes
e/ou da produgdo de compostos antimicrobianos (Kaur, Chopra e Saini, 2002; Guarner e
Malagelada, 2003)

Funcdo de barreira: os probidticos agem como uma barreiras, formando uma verdadeira
linha do trato gastrointestinal proximo a borda escovada do lumen e, por meio de
inibicdo competitiva, impedindo outras bactérias do limen de alcancarem a Iamina
prépria e alterarem o sistema imune do hospedeiro (Fedorak, 2010)

Reducéo da inflamag&o: acredita-se que as colites e inflamagGes cronicas do trato
gastrointestinal sdo determinadas geneticamente, permitindo que de alguma forma as
bactérias “agressivas” do TGI iniciem uma resposta inflamatoria que nunca cessa. O
tratamento com o uso de probidticos visa estabelecer uma mudanca da microbiota
inicial, formando uma microbiota menos agressiva e mais anti-inflamatoria que pode de
certa forma, atenuar a inflamacdo da mucosa. Além disso, as colites tendem a se
caracterizar por doengas que ocorrem em nivel de mucosa, portanto, um tratamento com
probidtico que estimule a producdo de mucinas e polissacarideos pode ser benéfico para
o0 controle da doenca (Fedorak, 2010)

Estimulacdo da resposta imune (figura 3) uma fracdo dos probidticos ingeridos é capaz
de interagir com as células epiteliais intestinais (CEI) e células dendriticas (CD),
dependendo da atuacdo e dinamismo da camada de muco luminal. Os probidticos
podem encontrar CD através de duas vias: CD que interagem com os probidticos por
meio de ramificaces celulares que perpassam as CEl até o lumen intestinal ou por
transcitose exercida pelas células M, ocasionando um contato direto de um probidtico
com o tecido linféide associado ao intestino (TLAI) (Lebeer, Vanderleyden e
Keersmaecker, 2010)

A interacdo das células do hospedeiro com os padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMP) que estdo presentes na superficie de bactérias probiéticas irdo induzir uma determinada
resposta molecular. Os receptorers padrdo de reconhecimento do hospedeiro (PRR) que podem
sensorar sinais probidticos incluem os receptores do tipo Toll (TLR) e receptores de lectina tipo
C (CCLR). A interacdo entre um PAMP e um PRR resulta em uma inducdo em cascata de sinais
responsaveis por montar uma resposta molecular contra o microrganismo detectado. Essa
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resposta pode incluir a producdo de citocinas imunomodulatdrias, quimiocinas, antimicrobianos
ou fatores citoprotetores e moléculas co-estimulatorias. Algumas respostas moleculares das
CEl's dependem do subtipo celular, como exemplo as células de Paneth que produzem
defensinas enquanto as células de goblet produzem muco. Respostas imunes importantes de CD
contra probidticos incluem a producdo de citocinas, complexo maior de histocompatibilidade
(MHC's) para apresentacdo de antigenos e moléculas co-estimulatérias que determinam a
transformacdo de células T em células T auxiliadoras ou células T regulatérias CD4+CD25+
nos linfonodos mesentéricos (LM's) ou TLAI (figura 3).
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(@
72 o2 T
(o] B W it e
(5] W 1) ;o o T e
= CCLR % __ L ---7--—" " " Camada dinaminca
Defensinas i @— =it ; _ de muco
I it g Transcitose -
(%)
OOO CEI
élula de Paneth Lamina prépria

...
Moléculas co- b

estimulatdrias e
citocinas

Célula T O Células Th1  —» IL 12 e INFY
Células Th2 —> IL-4elIL-5

Células Treg —> IL-10 e TGFB i

:

Figura 3. Principais mecanismos de acdo dos probioticos. Adaptado de Lebeer, Vanderleyden e de
Keersmaecker (2010)

3.3.3 Potenciais atributos e beneficios associados ao uso de probidticos

Acdo probidtica de Lactobacillus contra Salmonella Typhimurium

Uma importante doenca infecciosa é a salmonelose, uma enfermidade aguda, de distribuicéo
mundial, com mais de 16 milhdes de casos por ano, sendo, aproximadamente, seis milhGes
destes fatais. Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium (ou S. Typhimurium) é
uma bactéria patogénica, Gram negativo que, pela via oro-fecal, é responsavel pelas seguintes
sindromes: enterocolite (com diarreia) e/ou bacteremia (septicemia); podendo, em alguns casos,
ser fatal para o hospedeiro. A salmonela, ao atingir o intestino delgado do hospedeiro, adere e
transloca através do epitélio intestinal por trés rotas: invasdo ativa dos enterdcitos, invasdo das
células M e por meio de células dendriticas (DC) ou macréfagos que intercalam as células
epiteliais intestinais. A manifestacdo dos sinais clinicos e a gravidade da infeccdo dependem da
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susceptibilidade do hospedeiro (da situacdo do seu sistema imunol6gico) e da viruléncia do
sorovar de Salmonella sp. infectante (Coburn et al., 2007).

Os camundongos infectados por S. Typhimurium desenvolvem uma doenga sistémica cuja
cinética encontra-se bem estabelecida. Inicialmente, ocorre uma rapida eliminacao de bactérias
séricas havendo, entdo, instalagdo destas no figado e bago, onde se replicam nas células
fagocitérias, promovendo hepato e esplenomegalia, respectivamente. Posteriormente, ha o
reconhecimento do microrganismo por intermédio das células fagociticas, pelo sistema imune
inato por meio dos padrdes moleculares associados aos patdgenos (PAMP), o que resulta na
producdo de citocinas pro-inflamatorias (TNFa, IL1, IL6, IL12 e INFy) e uma infiltragdo de
mondcitos e neutrofilos nos locais de inflamagdo. Na Ultima fase do processo infeccioso,
mecanismos efetores da imunidade adaptativa sdo gerados, fazendo intervir as células Be T, e
0s titulos de anticorpos anti-Salmonella aumentam (Grassl e Finlay, 2008).

O desafio experimental de S. Typhimurium em camundongos constitui um excelente modelo de
estudo para compreensdo da infectividade e patogenicidade deste enteropatdégeno, uma vez que
a patogenia da doenca em camundongos se assemelha a manifestagéo clinica da Febre Tifoide
nos humanos. Isso permite a identificacdo de fatores de viruléncia, bem como viabilizar as
possiveis formas de prevencdo e tratamento da salmonelose, tanto em animais quanto em seres
humanos. (Santos et al., 2001).

Diversos sdo os estudos que abordam o efeito inibitério de microrganismos probi6ticos em
modelo murino. A producdo de substancias antagonistas, a inibicdo da adesdo ao epitélio, a
manuten¢do da microbiota intestinal indigena e a modulagdo da imunidade inata e adaptativa
sdo os principais mecanismos de acdo dos probi6ticos no combate as patogenias entéricas. Os
principais efeitos benéficos relacionados a modulagdo do sistema imune envolvem o aumento da
producdo de IgA secretoria na luz intestinal — diminuindo assim a translocagdo da salmonela
para linfonodos mesentéricos e, consequentemente, ao baco e figado (LeBlanc et al., 2010);
aumento do estimulo a fagocitose do patdgeno — ativando a fagocitose do patégeno que parasita
0 macréfago intracelularmente e ndo é eliminado na auséncia do tratamento probidtico, por
impedir mecanismos de lise e apoptose da célula infectada (Bermudez-Brito et al., 2012);
modificacdo da expressdo e produgdo de citocinas — reduzindo os niveis de citocinas pro-
inflamatérias, como IL-6, e IL-8 e TNF-0, ¢ aumentando niveis de citocinas anti-inflamatorias,
como IL-10, mantendo dessa forma a integridade do epitélio intestinal (Castillo et al., 2011).

As espécies L. johnsoniii Lal e L. rhamnosus GG, que colonizam o intestino de camundongos
gnotobidticos C3H/He/Oujco manifestaram atividade antibacteriana quando os animais foram
infectados oralmente com S. Typhimurium C5, aumentando a taxa de sobrevivéncia dos
camundongos, assim como as espécies L. acidophilus e L. rhamnosus HNO0O1, que foram
capazes de conferir protecdo em camundongos BALB/c também infectados via oral com S.
Typhimurium. Animais infectados e tratados com os probidticos produziram maior taxa de
anticorpos anti-Salmonella no trato intestinal, demonstrando um elevado contingente de
sobrevivéncia, com menores contagens do patégeno no bago e figado em detrimento aos
controles. Além disso, leucdcitos oriundos de liquido peritoneal coletados de camundongos
alimentados com HNOO1 exibiram maior taxa ex vivo de capacidade fagocitica em relacdo aos
animais do grupo controle (Bernet-Camard et al., 1997; Filho-Lima, Vieira e Nicoli, 2000; Gill
et al., 2001).
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Propriedades anticarcinogénicas

Probidticos estdo associados a reducdo dos niveis de P-glicuronidases, nitroredutases e
azoredutases, enzimas que exibem grande potencial carcinogénico. Essa reducdo deve-se
principalmente devido & agdo competitiva dos probidticos frente as bactérias autdctones do TGl
produtoras dessas enzimas. Tanto a exclusdo competitiva quanto o antagonismo direto exercem
papel importante para essa reducdo da microbiota indesejavel (Kumar et al., 2011).

Producdo de acidos graxos de cadeia curta

As alteragdes benéficas da microbiota causada pelos probidticos envolvem primariamente a
estimulacdo de fermentacéo intestinal por parte desses microrganismos Dessa forma, a producao
de acido-graxos de cadeia curta (ACC) — como o propionato — é um dos principais fatores que
envolvem a agdo fermentativa de probioticos no TGI. Dentre os diversos mecanismos de agdo
dos ACC no hospedeiro, destaca-se o efeito promotor da hematopoiese na medula 6ssea e
maturacdo de células dendriticas. Esse efeito pode ser local, atuando em tecidos linfoides
associados ao intestino quanto sistémico, podendo auxiliar na reducdo de processos alérgicos e
inflamatdrios no sistema respiratorio, pelo recrutamento de células dendriticas e consequente
ativacgdo de linfocitos Th2 no pulméo (Trompette et al., 2014)

Reducdo do colesterol

Diversos estudos ja tentaram esclarecer quais os reais beneficios do probiético na reducdo da
colesterolemia. Os prejuizos causados por uma dieta pobre em fibra e rica em gordura sdo
extensos. Dentre eles, pode-se citar a formagdo de placas ateromatosas nas principais artérias do
sistema circulatorio, envolvendo um aumento no risco de doencgas coronarianas e de infarto
agudo do miocérdio. Alguns pesquisadores conseguiram associar a reducdo de niveis de
colesterol no sangue a presenga de L. acidophilus e Bifidobacterium spp. na dieta, por meio da
assimilacéo do colesterol, desconjugacdo de sais biliares e ligacdo direta de colesterol a parede
bacteriana (Pulusoni e Rao, 1983; Gilliland , Nelson e Maxwell, 1985; Gopal, Shah e Roginski,
1996; Diaz e Gibson, 2002).

Outros efeitos benéficos causados pelos probidticos

Diversos estudos associam a obesidade e diabetes com a microbiota intestinal, de forma que o
préprio metabolismo de determinados microrganismos autoctones ao hospedeiro exerca
influéncia no ganho de peso e na resisténcia a insulina (causando diabetes tipo-2). Dessa forma,
0 uso de probidticos visa estabelecer um equilibrio dindmico dessa microbiota, reduzindo seus
efeitos adversos no hospedeiro (Nagpal et al., 2012).

A reducdo de processos alérgicos também é observada no tratamento com probidticos, tanto
pelo desenvolvimento da funcdo de barreira da mucosa quanto pelo estimulo microbiano
adequado durante a primeira infancia, resultando em um sistema imune mais adaptado e
dindmico. Assim sendo, os probidticos sdo capazes de atenuar a inflamacdo intestinal e as
reacOes de hipersensibilidade em pacientes com alergia alimentar, funcionando como um meio
de prevencdo primaria da alergia em individuos suscetiveis (Kopp- Hoolihan, 2001; Van de
Water, 2003).
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Outros efeitos causados pelo uso de probidticos incluem o auxilio a digestdo da lactose, por
meio da secrecdo de lactase no limen do TGI pelos microrganismos; detoxificacdo/excre¢do de
metabolitos em virtude de uma mudanca no perfil metabolizavel dessa microbiota; controle e
prevencdo de infeccdes do trato urogenital, mediante adesdo a mucosa genital gerando exclusao
competitiva; prevencao de carie e gengivite pelo efeito antagdnico direto dos probidticos frente
a Streptococcus mutans; e prevencdo e modulacdo da Doenca de Crohn, mediante a redugdo de
citocinas pro-inflamatérias e do nimero de CD4+ dentre os linfocitos mesentéricos e tecido
linfoide associado ao intestino (Nagpal et al., 2012).

3.4. Critérios de selecdo aplicados a potenciais microrganismos probioticos

Critérios para a selecdo de novas espécies probioticas incluem caracteristicas relativas a
seguranca, funcionalidade e aspectos tecnolégicos das culturas que serdo utilizadas na
composicdo do produto, seja ele um leite fermentado, um queijo ou qualquer outro derivado
lacteo (Saarela et al., 2000; Pancheniak, 2005).

Em relacdo a seguranga, 0s microrganismos probidticos devem ser provenientes de animais
saudaveis, habitantes normais do intestino, ndo devem ser toxicos nem patogénicos e, além
disso, é preferivel que as cepas utilizadas sejam hospedeiro-especificas, para que se obtenha
uma eficacia méaxima do produto (Salminen et al., 1998; Murarolli, 2008).

Os testes in vitro sdo fundamentais para avaliar a seguranga dos microrganismos probidticos.
Além disso, sdo Uteis para obter conhecimentos sobre as culturas e os mecanismos do efeito
probidtico (FAO/WHO, 2002). Para ser considerado probidtico, o micro-organismo deve
obedecer a alguns requisitos, tais como: ndo apresentar patogenicidade; ser Gram positivo,
catalase negativo, produtor de acidos e resistente aos mesmos; ser resistente a bile; ser viavel
elou estavel em seu veiculo; e ndo ser capaz de transmitir genes de resisténcia a outros
microrganismos (Santos et al., 2001).

Outro aspecto importante na selecdo de uma nova amostra probidtica é a observacdo de suas
propriedades tecnoldgicas. Um probidtico deve conter cepas que apresentam rapido crescimento
in vitro, facil manipulag&o, boas condi¢des de producédo industrial e que sobrevivam no produto
final conservando sua funcdo (Pancheniak, 2005). Além disso, deve ser observada a habilidade
da cultura em co-existir com a microbiota indigena do hospedeiro (FAO/WHO, 2002)

3.5. Identificagcdo molecular de microrganismos de interesse probiotico

A identificagdo fenotipica por meios bioquimicos de microrganismos de interesse, com destaque
para bactérias do acido latico que manifestam potencial probidtico, denota certa dificuldade
devido aos inimeros testes necessarios para se identificar determinados grupos. Dessa forma,
somente a avaliacdo fenotipica, por si sO6, ndo é suficiente para identificacdo dos
microrganismos de interesse, tanto em género quanto em nivel de espécie, sendo necessarios
outros métodos, como a aplicagdo de testes moleculares para caracterizagdo genotipica (Singh et
al., 2009). A identificacdo precisa por métodos moleculares é exigéncia da WHO para que se
caracterize como probi6tico determinado microrganismo.

Vérias técnicas moleculares foram desenvolvidas ao longo dos anos para identificacdo e
classificacdo de microrganismos em nivel de amostra, se apresentando mais consistentes,
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rapidas, confiaveis e reproduziveis, podendo ser divididas em abordagens ndo baseadas em PCR
e abordagens baseadas em PCR.

As principais técnicas baseadas em métodos moleculares genéticos caracterizam-se pela
amplificacdo e/ou sequenciamento de regides altamente conservadas nos genes, tais como:
amplificacdo da regido intergénica espagadora (ITS1) 16S-23S, sequenciamento do gene
codificador do RNA ribossomal do gene 16S, amplificacdo utilizando sequéncias repetidas
(GTGs) e restricdo enzimatica da regido ITS 16S-23S. Outras técnicas também baseadas em
restricdes enzimaticas se caracterizam como: DNA polimérfico randomicamente amplificado
(RAPD), fragmento randdémico polimérfico amplificado (RFLP) e comprimento polimérfico
amplificado (AFLP).

Todas essas metodologias podem ser aplicadas para identificacdo de BAL isoladas de produtos
fermentados, bem como do TGI humano (McCartney, 2009; Singh et al., 2009). Diferentemente
das técnicas anteriores, que sao dependentes de cultivo bacteriano, atualmente existem técnicas
como a analise metagenémica, que se caracteriza por uma analise independente de cultivo, com
o intuito de identificar microbiomas de diversos ambientes.

Amplificacdo da regido intergénica espacadora (ITS) 16S-23S rDNA

De acordo com Nour (1998), os genes dos operons rrn estdo organizados na seguinte ordem: 5°-
16S-1TS1-23S-1TS2-5S-3° (ITS - sigla em inglés para “espacador interno transcrito”), sendo que
a regido ITS 1 pode apresentar a inser¢cdo de um gene de tRNA-Ala (espacador médio), dos
genes tRNA-Ala e tRNA-lle (espacador longo) ou nenhuma insercdo (espagador curto)
(Magalhées, Floresta e Moraes, 2005). Assim, a amplificacdo da regido intergénica dos genes
16S e 23S presentes no operon rrn permite a distingdo entre 0s géneros
Streptococcus/Lactococcus (uma Unica ITS 1), Enterococcus (duas ITS 1 diferentes),
Lactobacilllus/Pediococcus/Weissella (trés ITS 1 diferentes). Entretanto, a aplicagdo dessa
técnica se limita apenas a identificacdo em nivel de género, uma vez que por se tratar de
espécies de alta filogenia, essa reacdo se torna imprecisa e pouco discriminatoria (Gurtler e
Stanisich, 1996).

Tilsala-Timisjarvi e Alatossava (1997) identificaram as espécies Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
helveticus e Streptococcus thermophilus por meio da técnica de sequenciamento do RNA
ribossomal 16S e 23S.

Sequenciamento do rRNA 16S

Trata-se de uma técnica amplamente difundida e utilizada atualmente para identificacdo
molecular de BAL. Uma simples reagdo de PCR permite a amplificagdo do gene 16S rRNA,
empregando primers que sdo direcionados a regiGes universalmente conservadas em ambas as
regides terminais do gene. O amplicon (de aproximadamente 1.5 kb) resultante dessa reacéo
pode ser submetido a andlises de sequenciamento por varias metodologias diferentes. Entdo, a
analise sequencial pode ser comparada a diversas bases de dados que podem ser acessadas via
web, a exemplo: ARB package (http://www.arb-home.de/), NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e RDP (http://rdp.cme.msu.edu/segmatch/segmatch_intro.jsp)
(O'Sullivan, 2000; Ben Amor et al., 2007)
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Amplified ribossomal DNA restriction analysis (ARDRA)

Baseia-se na técnica de restricdo enzimatica da amplificacdo da regido intergénica espacadora
(ITS) do rDNA 16S-23S. Pelo uso de enzimas de restricdo especificas, obtém-se perfis de
fragmentos digeridos discriminatdrios o suficiente para a caracterizagcdo em nivel de espécie
para determinados microrganismos (Moreira et al., 2005; Markiewicz et al., 2010). Sandes et al.
(2014) identificaram que 64% das amostras de Lactobacillus spp. avaliadas pela técnica de
ARDRA apresentaram perfis Gnicos de restricdo enzimética, podendo ser classificados em nivel
de espécie.

Fingerprinting via rep-PCR - (GTGs)

O fingerprinting por rep-PCR é um método de alta reprodutibilidade sendo muito Gtil para uma
identificacdo répida e confidvel no que tange a diferenciacéo de lactobacilos e outras bactérias
do 4&cido latico (Van Hoorde, Vandamme e Huys, 2008). Gevers, Huys e Swings (2001)
validaram a técnica de (GTGs)-PCR para a caracterizagdo e discriminacao de uma série de BAL
associadas a produtos fermentados, alcan¢ando identificacGes em nivel de espécie, subespécie e
potencialmente ao nivel de linhagens.

Amplified fragment lenght polimorphism (AFLP)

AFLP ¢ basicamente a combinacdo da técnica de PCR padrdo com RFLP, baseado na
amplificacdo PCR seletivo dos fragmentos de restricdo do DNA digerido. Esses fragmentos sdo
entdo separados via eletroforese em gel de poliacrilamida. E uma técnica é altamente
reproduzivel e permite uma rapida leitura do genoma pelos fragmentos polimoérficos (Singh et
al., 2009) Diversos estudos descrevem tal metodologia aplicada a discriminacdo entre as
espécies. Torriani et al.. (1996) conseguiram discriminar as espécies de Lactobacillus
plantarum, L. pentosus e L. paraplantarum utilizando essa metodologia, ao passo que
Vancanneyt et al.. (2006) utilizaram essa técnica para caracterizar diferentes linhagens
(avaliacdo intra-especifica) pertencentes ao género Lactobacillus spp.

Andlise de microbioma (metagendmica)

A analise metagendmica envolve o isolamento de DNA de uma amostra do ambiente, como
solo, agua, conteldo intestinal, e que pode também ser aplicada a outros produtos como o queijo
(justificando o uso dessa abordagem neste projeto). Esse DNA pode ser mapeado
filogeneticamente por diversos marcadores, como genes recA e rRNA 16S ou 18S (Tilsala-
Timisjarvi e Alatossava, 1997), tornando o processo dindmico no que tange a amplificagdo
inicial para a formacdo da biblioteca (cDNA) (Handelsman, 2004). Basicamente, ela pode ser
dividida em dois tipos: analises de sequenciamento e analises funcionais metagendmicas. A
primeira envolve necessariamente o sequenciamento completo do genoma bacteriano,
permitindo estabelecer relagdes filogenéticas entre os diversos tipos de genes microbianos. As
analises funcionais envolvem mapeamento metagenémico de bibliotecas em busca da expressao
fenotipica de mecanismos de sobrevivéncia no queijo como a producdo de bacteriocinas,
tolerancia a acidez e inibigdo de patdgenos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Isolamento de bactérias do acido latico das amostras de silagem, leite, soro-
fermento enddgeno (pingo), agua e queijo Minas artesanal e analises de triagem
(morfologia, coloracéo por Gram e teste de catalase)

Foram colhidas amostras de silagem (diretamente do silo), agua (proveniente da torneira da
queijaria), leite (oriundo do tanque de expansdo), soro fermento enddgeno (obtido pelo
processamento do queijo do dia anterior) e queijos em diferentes periodos de maturacéo (0, 7,
14, 21, 28 e 60 dias) de diversos produtores presentes na regido de Campo das Vertentes. Essas
amostras foram provenientes de produtores cadastrados (n=3, nomeados como A, B e C) e ndo
cadastrados (n=4, nomeados como D, E, F e G) pelo Programa de Queijo Minas Artesanal do
Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA). As amostras foram transportadas sob refrigeragdo
para a realizacdo do isolamento e andlises de triagem, conduzidas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos, do Departamento de Tecnologia e Inspecdo de Produtos de
Origem Animal, da Universidade Federal de Minas Gerais.

O processamento e posterior diluicdo das amostras foram realizados de acordo com a
metodologia empregada por Resende et al. (2011) em relacdo as amostras de agua, leite, soro-
fermento e queijo. Uma aliquota de 1 mL das amostras de agua, silagem, leite soro-fermento e
queijo foram entdo diluidas em 9 mL de solucéo salina peptonada (diluicdo de 10° UFC/mL) e
semeados na superficie de placas de Petri contendo os meios de cultura 4gar MRS de Man,
Rogosa e Sharpe (Difco, Detroit, Michigan, Estados Unidos) e 4gar M17 (Difco). As placas
foram incubadas a 37°C, por 48 horas, em aerobiose.

A partir de coldnias apresentando aspectos morfoldgicos diferentes de cada meio de cultura, foi
realizado esfregaco em Iamina para colorac¢do pelo método de Gram. Além disto, a partir dessas
mesmas col6nias foram feitos testes de catalase, nas proprias placas, utilizando-se H,O, (3%).

As colbnias que apresentaram morfologia em coco ou bastonete, coloragdo Gram positivo e
teste de catalase negativo foram entdo transferidas para tubos de ensaio contendo 5mL caldo
MRS (Difco) e, em seguida, incubados em aerobiose a 37°C, durante 24 a 48 horas, periodo esse
gue foi determinado pela turbidez apresentada em cada tubo de ensaio com caldo MRS.

Posteriormente, uma aliquota de 800 pL de cada tubo foi transferida para tubo Eppendorf e
adicionada de glicerol esterilizado (200 pL); sendo, em seguida, congelada a -18°C para
posterior utilizagao.

4.2. ldentificacdo molecular das amostras de BAL Gram positivo, catalase negativo
de agua, leite, soro-fermento e queijo Minas artesanal

A identificacdo molecular foi realizada no Laboratério de Genética Molecular de Protozoérios
Parasitas (LGMPP), do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da UFMG. As amostras de BAL foram
destinadas as analises de biologia molecular, utilizando primer especificos que, por meio do
sequenciamento da regido espacadora dos genes 16S-23S do rDNA, elucidavam a detec¢édo de
bactérias do acido latico, conforme metodologia descrita por Tilsala-Timisjarvi e Alatossava
(1997).
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A extracdo do DNA total das amostras de BAL previamente isolados de agar MRS e M17
(Difco) foi realizada a partir do cultivo recente em caldo MRS (Difco), incubado sob aerobiose,
a 37°C, durante 24 a 48 horas.

Pré-tratamento das células e extracdo do DNA gendmico

As amostras de BAL foram submetidas a um pré-tratamento com o intuito de obter células sem
parede e membrana celular. Dessa forma, as culturas foram transferidas para microtubos de 1,5
mL e centrifugadas a 4.000 G/15min sendo descartado o sobrenadante. O pellet foi suspenso em
1 mL de LiCl (5M) e incubado em temperatura ambiente, sob agitacdo, por 90 minutos. Ap6s
duas lavagens sucessivas com agua deionizada, as amostras foram centrifugadas a 4.000 G/15
min sendo descartado o sobrenadante.

O pellet foi tratado com 1 mL de lisozima suspenso em tampdo protoplasmatico (25 mM de
sacarose, 50 mM de tris-HCI, pH 8,0) e incubado por 60 — 90 min, a 37°C. Apos centrifugacao a
8.000 G/15 min o sobrenadante foi descartado. O resultado final foi o DNA pelletizado.

O DNA total dos protoplastos obtidos de cada amostra foi extraido com auxilio do Kit Wizard
SV Genomic DNA Purification System da companhia Promega Corporation (Madison,
Wisconsin, Estados Unidos), segundo instrugdes do fabricante.

Amplificacdo do DNA por PCR: genes 16S-23S

A identificacdo dos microrganismos em nivel de género foi realizada a partir da amplificacdo da
regido intergénica do rRNA 16S-23S. O espacgador interno transcrito 1 (ITS 1) foi amplificado
utilizando-se um par de primer que se anelam a regides conservadas dos genes 16S e 23S,16-1%
(5’GAATCGCTAGTAATCG 3°) e 23-1B (5° GGGTTCCCCCAT TCGGA 3’) (Tilsala
Timisjarvi e Alatossava, 1997). Em seguida os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (1,4%) e visualizados com auxilio de transiluminador de UV
Easydoc 100 (BioAgency, Séo Paulo, Brasil), apds coloragcdo com brometo de etidio.

O programa utilizado para amplificagéo foi: 1 ciclo (95°C, por 2 minutos), 35 ciclos (95°C, por
30 segundos; 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) e o Gltimo ciclo (72°C, por 5 minutos)
em termociclador da marca Applied Biosystems® (Waltham, Massachusetts, Estados Unidos da
América).

Amplificacdo do DNA por rep-PCR-fingerprinting: (GTG)5

A diferenciacdo genotipica entre as amostras foi realizada pela metodologia descrita por Gevers,
Huys e Swings (2001). O material genético extraido das amostras de BAL de interesse foi
submetido a uma Reacdo em Cadeia da Polimerase baseada em Sequéncias Repetitivas (rep-
PCR), utilizando o oligonucleotideo (GTG)5 como primer (GTG)5 PCR 5 GTG GTG GTG
GTG GTG-3"). Apbés amplificagdo no termociclador) os produtos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (2,0%) e visualizados em transiluminador UV ap6s coloracdo
com brometo de etidio.

Os perfis de DNA obtidos pelo (GTG)5-PCR foram analisados pelo programa BioNumerics
V6.5 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). Os valores de similaridade genética calculadas pelo
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coeficiente de Pearson foram utilizados para gerar um dendrograma de similaridade pelo
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).

A partir da analise de Pearson, foi estabelecido um limite minimo de 90% de similaridade
(>90%), para que as amostras clusterizadas a partir desta porcentagem fossem consideradas de
mesma linhagem. Dessa forma, apenas uma amostra de um agrupamento com >90% de
similaridade foi selecionada para o sequenciamento, considerando que todas as outras
pertenciam a mesma linhagem. Essa mesma metodologia foi aplicada em trabalho realizado por
Van Hoorde, Vandamme e Huys (2008).

Sequenciamento genético das amostras

As amostras de BAL de interesse foram encaminhadas para sequenciamento no Laboratério
Myleus Biotechnology (http://www.myleus.com.br). As amostras tiveram o0 gene 16S rRNA
sequenciado pelo método de Sanger, utilizando-se um sequenciador automatico MegaBACETM
1000 (GE HealthCare). Os primers usados foram o 27F (5> AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
3’) e 1492R (5° GGTTACCTTGTTACGACTT 3’) (Reysenbach, Longnecker, e Kirshtein,
2000). O resultado do sequenciamento foi verificado via software SeqScanner, da Applied
Biosystems e os resultados foram comparados online com os bancos de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e RDP (http://rdp.cme.msu.edu/segmatch/seqmatch_intro.jsp),
sendo estabelecido um percentual minimo de 98% de similaridade entre as sequéncias.

Diferenciacdo entre os grupos L. plantarum e L. casei via PCR espécie-especifica

Amostras de BAL de interesse do grupo L. casei que ndo apresentaram similaridade superior a
98% nos alinhamentos das sequéncias frente ao banco de dados NCBI e RDP foram submetidas
as reacOes com os primers casei, para e rham (Ward e Timmins, 1999), a fim de caracteriza-las
em nivel de espécie. O mesmo foi realizado com as amostras do grupo L. plantarum, pelo uso
de primers para reacdo em PCR multiplex de acordo com metodologia descrita por Torriani,
Felis e Dellaglio (2001).

4.3. Avaliacdo in vitro do potencial probiotico de amostras de BAL isoladas de soro
fermento, agua, leite, silagem e queijo Minas artesanal com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias
de maturacéo

Apenas amostras identificadas como Lactobacillus/Pediococcus foram selecionadas, com o
intuido de caracterzar o potencial probioticos desses microrganismos. Dessa forma, a resisténcia
aos sais biliares foi o primeiro pardmetro estabelecido para a selecdo, seguido de resisténcia ao
suco gastrico, resisténcia aos antimicrobianos e posteriormente antagonismo spot-on-the-lawn.
As demais andlises — testes de co-cultivo, sobrenadante e producdo de perdxido - foram
realizadas concomitantes ao experimento in vivo, com o intuito de avaliar a resposta das
amostras pré-selecionadas frente a Salmonella Typhmurium, tanto em testes in vitro quanto in
Vivo.

Andlise in vitro de resisténcia de amostras de BAL isoladas de soro fermento, dgua, leite,
silagem e queijo Minas artesanal com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias de maturacdo frente aos sais
biliares
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Para o teste de resisténcia a sais biliares utilizou-se metodologia adaptada de Silva et al. (2013).
Os microrganismos previamente identificados e selecionados foram cultivados a 2% em caldo
MRS (Difco) (v/v) e inoculados em MRS caldo puro (controle) e MRS contendo 0,3% (p/v) de
sais biliares (Oxgall). A absorbéncia do cultivo foi determinada pela leitura de OD600nm, a
cada 30 minutos, durante 6 horas de incubacdo no aparelho de espectofotometria (Microplate
Spectrophotometer System SpectraMax 340 — Molecular Devices), e a porcentagem de inibicao
de crescimento foi calculada utilizando o programa Graphpad Prism 5.0 pela férmula (1-
SG/CT) x 100, em que SG e CT correspondem a area sob a curva de crescimento das bactérias
tratadas com sais biliares e do controle, respectivamente.

A andlise foi realizada em triplicata, com duas repeti¢des distintas.

Analise in vitro de resisténcia de amostras de BAL isoladas de soro fermento, dgua, leite,
silagem e queijo Minas artesanal com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias de maturacdo frente ao acido

A técnica utilizada foi adaptada de Neumann (1991) e Silva et al. (2013). As culturas de BAL
foram distribuidas em dois microtubos e entdo diluidas 10X em solucéo salina 0,9%, pH 7.0
(controle) e em suco gastrico artificial (3g/L de pepsina, pH 2.0 e pH 1.5). Os microtubos foram
incubados a 37°C, por 30 minutos e, posteriormente, foram centrifugados (13.000 G/1min.) o
sobrenadante descartado e os pellet suspensos em caldo MRS (Difco).

A fim de avaliar a viabilidade das células, foram aplicados 200 plL/pogo dos inoculos do
controle e das amostras tratadas com suco gastrico artificial em uma microplaca de 96 pocos
gue foi incubada em espectrofotdmetro (Microplate Spectrophotometer System SpectraMax 340
- Molecular Devices) a 37°C. A absorbancia do cultivo foi determinada pela leitura de
OD620nm, a cada 30 minutos, durante 12 horas em incubagdo no aparelho de
espectrofotometria, e a porcentagem de inibicdo de crescimento foi calculada utilizando o
programa Graphpad Prism 5.0 pela férmula (1-SG/CT) x 100, sendo que SG e CT
correspondem a area sob a curva de crescimento das bactérias tratadas com suco gastrico
artificial e do controle, respectivamente.

A andlise foi realizada em triplicata, com duas repeticdes distintas.
Analise in vitro de susceptibilidade de amostras de BAL isoladas de soro fermento, 4gua, leite,

silagem e queijo Minas artesanal com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias de maturacdo frente aos
antimicrobianos

O antibiograma foi realizado de acordo com o método adaptado de susceptibilidade a
antimicrobianos exposto por Charteris et al. (1998). As amostras foram _cultivadas em tubos
contendo caldo MRS (Difco), incubados a 37°C, durante 24h, sob aerobiose. O repique foi
realizado em placas de Petri com agar MRS (Difco), incubadas a 37°C, durante 24h, sob
aerobiose.

Cada amostra foi transferida para um tubo de ensaio com rosca contendo 3,5 mL de salina 0,9%,
para se atingir a concentracio de 0,5 na escala Mc Farland (108 UFC/mL). Swabs foram
mergulhados nos tubos e espalhados em toda extenséo de placas de Petri de 14 cm de didmetro,
contendo agar MRS (Difco).
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Dez discos contendo antimicrobianos (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) foram distribuidos sobre
0 4gar MRS em cada placa de Petri. Foram usados as seguintes drogas com suas
correspondentes concentracBes: ceftazidime - CAZ (30 ug), clindamicina - DA (2 ug),
ciprofloxacina - CIP (5 ug), eritromicina - E (15 ug), gentamicina - GN (10 ug), oxacilina - OX
(1 pg), penicilina - PEN (10 Ul), estreptomicina — S (25 pg), tetraciclina - TE (30 pg),
vancomicina - VA (30 pg)

O controle de qualidade dos discos contendo os antimicrobianos foi realizado utilizando amostra
de Staphylococcus aureus ATCC 2921, de acordo com técnica proposta por Charteris et al.
(1998). Por fim, houve a leitura dos halos de inibicdo com paquimetro digital (Mitutoyo
Digimatic Caliper). As amostras de BAL foram classificadas gqualitativamente como resistente,
moderadamente sensivel e sensivel as drogas antimicrobianas, de acordo com padréo proposto
por Charteris et al. (1998).

A andlise foi realizada em triplicata, com duas repeticdes distintas.
Teste de antagoniso in vitro de amostras de BAL isoladas de soro fermento, dgua, leite, silagem

e queijo Minas artesanal com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias de maturacdo frente aos microrganismos
patogénicos reveladores

O teste de antagonismo foi realizado em duplicata, com duas repeti¢cbes para cada amostra,
conforme a técnica adaptada relatada por Tagg, Dajami e Wannamaker (1976) Para a execugdo
do antagonismo, as bactérias previamente identificadas foram denominadas produtoras, sendo
testadas frente a microrganismos que foram denominados reveladores. Foram utilizadas seis
culturas patogénicas como reveladoras (todas provenientes da American Type Culture
Collection — ATCC): Enterococcus faecalis ATCC 19433, Escherichia coli ATCC 25922,
Listeria monocytogenes ATCC 15313, Salmonella enterica var. Typhimurium ATTCC 14028,
Staphylococcus aureus ATCC 2921, Shigella flexneri ATCC 25875, assim como duas
reveladoras oriundas do préprio queijo (Staphylococcus aureus aureus, Escherichia fergusonii)
e duas BAL isoladas dos préprios queijos (Lactobacillus plantarum 1 e Lactobacillus plantarum
7) com o objetivo de verificar se houve auto-inibi¢&o por parte das produtoras.

As amostras de BAL foram ativadas em tubos de ensaio com rosca contendo caldo MRS (Difco)
e incubadas a 37°C, durante 24h, sob aerobiose. Apos dois cultivos, SuL de cada amostra foram
depositados no centro de uma placa de Petri contendo agar MRS (Difco), sendo incubadas a
37°C, por 48 h, sob aerobiose. O objetivo dessa etapa é formar o spot, que representa o
crescimento da BAL produtora de possiveis substancias de carater antagonista. Em seguida, as
bactérias produtoras foram eliminadas pela adi¢do de cloroférmio as tampas das placas de Petri,
sendo posteriormente mantidas sob a luz UV por 30 minutos.

As amostras reveladoras foram cultivadas duas vezes, e incubadas em caldo BHI (Difco). Para
as bactérias reveladoras oriundas do préprio queijo, o crescimento foi em caldo MRS (Difco).
Dez pL do cultivo das reveladoras foram adicionados em tubos contendo 3,5mL de agar semi-
solido (0,75% de BactoAgar, Difco, em caldo BHI, Difco ou MRS, Difco). Os tubos com agar
semi-sdlido contendo as bactérias reveladoras foram vertidos nas camadas de &gar solidificado
apos o tratamento com cloroférmio.

As placas foram incubadas a 37°C, por 24h, sob aerobiose. Dessa forma, foi aferido o halo de
inibicdo proveniente de substancias antagonistas oriundas dos spots das bactérias produtoras
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frente as bactérias reveladoras por um paquimetro digital (Mitutoyo Digimatic Caliper,
Mitutoyo Sul Americana Ltda, Suzano, Sao Paulo, Brasil).

O experimento de antagonismo in vitro foi realizado em duplicata com duas repeticdes distintas.
Antagonismo in vitro em co-cultivo de amostras de BAL isoladas de soro fermento, agua, leite,

silagem e queijo Minas artesanal com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias de maturacdo —frente a
Salmonella Typhimurium, Escherichia coli e Shigella flexneri

O teste de atividade antimicrobiana dos lactobacilos frente a salmonelas conhecido como teste
de co-cultivo foi realizado para avaliar a capacidade de antagonismo direto da cultura produtora
frente a cultura reveladora. Diferentemente da técnica spot-on-the-lawn, onde somente o
antagonismo por substancias produzidas pela cultura produtora frente a culturas reveladoras
pode ser observado, 0 método em questdo, proposto por Hutt et al. (2006), consiste em crescer
as culturas de lactobacilos, pediococos e salmonela previamente ativadas (caldo MRS - Difco,
para lactobacilos e BHI - Acumedia, para salmonela, a 37°C, 24 horas, em aerobiose), em
inoculos de 1%, em caldos MRS e BHI, por 18 horas. Apds esse periodo, plagueou-se (por
técnica de spread plate) as diluicGes seriadas de cada produto de co-cultivo em &gar
MacConkey (Acumedia) por 24 horas, a 37°C, em aerobiose. O resultado desse plagueamento
foi entdo comparado com o crescimento controle da salmonela que ndo foi submetida ao co-
cultivo com as culturas de lactobacilos produtoras.

O teste de antagonismo pelo sobrenadante das culturas, também proposto por Hiitt et al. (2006),
visou avaliar a importancia de substancias produzidas pelas culturas de lactobacilos no
antagonismo a patégenos. As amostras de BAL duplamente cultivadas em caldo MRS (Difco)
foram centrifugadas a 5.000g/5min, sendo posteriormente coletado o sobrenadante e esterilizado
através de microfiltragem em filtro de 0,22 um (Millex, Merck Millipore, Darmstadt,
Alemanha). Os microrganismos reveladores (S. Typhimurium, S. flexneri e E. coli) foram
adicionados em um inéculo de 1% (apés duplo cultivo em caldo BHI) aos sobrenadantes e
incubados por 18 horas, a 37°C, em aerobiose. Suas diluicGes seriadas foram plaqueadas em
agar MacConkey e incubadas por 24 horas, a 37°C, em aerobiose. Os sobrenadantes das
amostras em estudo foram também neutralizados (em pH 6,5, com solu¢do de NaOH 1M) para
avaliar, em experimento semelhante, a influéncia do &cido no antagonismo de BAL frente as
bactérias reveladoras.

Os experimentos foram realizados em triplicata, com duas repeti¢fes distintas.

Avaliacdo de amostras de BAL isoladas de soro fermento, dgua, leite, silagem e gueijo Minas
artesanal com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias de maturacdo para capacidade de producdo de perdxido

de hidrogénio

A identificacdo dos microrganismos produtores de perdxido de hidrogénio (H,0,) foi realizada
em triplicata, segundo adaptacdo do método colorimétrico descrito por Rabe e Hillier (2003). As
amostras de BAL foram inoculadas em placas contendo meio agar TMB-plus (43g de Brucella
Agar, 0,25g de dihidrocloreto de tetrametilbenzidina, 20g de amido, 10 mL de solucdo de
hemina a 0,05%, 0,579 de sulfato de magnésio anidro, 0,12g de sulfato de manganés
monohidratado, 10mL de solucdo de peroxidase a 0,1% e equino a 0,05%) e incubadas a 37°C,
por 12h, em camara de anaerobiose. Posteriormente, as placas foram expostas ao ar durante 30
minutos e a producgdo de H,0, qualitativamente categorizada como alta produgéo (+ + +) para
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colbnias marrons, media producdo (+ +) para colbnias azuis, baixa producdo (+) para col6nias
azul-claras e auséncia de producao (-).

4.4. Analise in vivo do potencial probidtico de amostras de BAL isoladas de soro
fermento, agua, leite, silagem e queijo Minas artesanal com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias
de maturacéo

Aquisicdo dos animais

Foram utilizados camundongos convencionais, de 21 a 23 dias de idade, de ambos o0s sexos, da
linhagem BALBY/c, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB, UFMG. Um total
de 24 animais foi dividido em quatro grupos com n=6 (seis) camundongos. Todos 0s animais
convencionais foram mantidos no biotério do Departamento de Microbiologia (de nivel NB2)
em mini-isoladores do modelo ALE.MIL.01.03 (Alesco, Monte Mor, So Paulo, Brasil). Os
animais convencionais, durante a experimentacdo, receberam ad libitum racdo sélida (Nuvilab
Nuvital, Curitiba, Brasil) e agua filtrada e foram mantidos em estante ventilada (Alesco), com
controle de umidade (60-80%), de temperatura (22-24°C) e com ciclo diurno/noturno de 12
horas.

Manejo dos animais e aspecto ético

A manutencdo e a experimentacdo nos animais foram conduzidas respeitando as normas do
“Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal” (COBEA, 2006). A realiza¢ao da parte in vivo
do experimento foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob o
namero 303 / 2014, com validade até 27/11/2019 (anexo 1).

Tratamento dos animais convencionais

Os 24 animais convencionais receberam indculo diario de 0,1ml da cultura de cada amostra
selecionada (LP4 e PA2) e como controle positivo uma amostra de L. casei isolada de leite
fermentado de apelo comercial, contendo 10° UFC/ml. A padronizagéo do indculo foi realizada
mediante diluicdo a 10°° do leite em solugéo salina peptonada e posterior plaqueamento em &gar
MRS (Difco) para contagem das colonias. Os animais do grupo controle receberam 0,1ml de
leite esterilizado ndo fermentado, via intragastrica (por gavagem — administracdo oral com
acesso ao esofago), dez dias antes do desafio com a bactéria patogénica e até o final do periodo
experimental (Martins et al., 2010).

Desafio dos animais convencionais com S. Typhimurium

O indculo de S. Typhimurium foi feito a partir de uma cultura crescida por 18 horas, a 37°C, em
aerobiose, contendo 10" UFC por via intragéstrica. A confirmagéo da viabilidade do indculo e as
contagens bacterianas nas fezes dos animais foram feitas em &gar MacConkey (Difco) ap6s 24
horas de incubacéo, a 37°C, em aerobiose (Martins et al., 2010).

Determinacdo da mortalidade em decorréncia da infeccdo experimental por S. Typhimurium em
camundongos convencionais e acompanhamento do desenvolvimento ponderal

As amostras de BAL selecionadas foram testadas quanto a sua capacidade de proteger
camundongos convencionais contra o desafio experimental por S. Typhimurium. A mortalidade

37



acumulada devido a in6culos intragastricos de S. Typhimurium foi determinada nos 24 animais
convencionais desafiados no décimo dia apds o tratamento com as respectivas amostras. Cada
grupo foi constituido de seis animais cujo desenvolvimento ponderal no decorrer de 28 dias
também foi avaliado (Silva et al., 2004).

Analise estatistica de antagonismo in vitro e determinacdo de mortalidade e desenvolvimento
ponderal de camundongos convencionais infectados com S. Typhimurium

O programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA) foi
utilizado para a realizacéo de todas as analises estatisticas:

As médias dos tratamentos, considerando o valor dos halos (mm) de inibi¢cdo para o teste de
antagonismo in vitro spot-on-the-lawn foram analisadas pelo teste de Kruskall Wallis, com pds-
teste de Dunn, em nivel de significancia de 5%. J& para a enumeracdo de enterobactérias
(UFC/ml) em meio agar MacConkey nos testes in vitro de co-cultivo e sobrenadante, foram
analisadas em Two-way ANOVA, com poés-teste de Bonferroni, em nivel de significancia de
5%. As curvas de morte em animais convencionais tratados ou ndo com
lactobacilos/pediococos, isolados de diferentes origens e desafiados com salmonela foram
avaliadas pelo teste Log-Rank (Mantel-Cox), em nivel de significancia de 5%. Para a analise de
ganho de peso em animais convencionais, foi utilizado o teste Two-Way ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni, em um nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento, caracterizagdo morfotintorial e identificagdo molecular das
amostras de agua, silagem, leite, soro fermento e queijo Minas artesanal com 0, 7,
14, 21, 28 e 60 dias de maturacéao

De um total de 230 amostras plaqueadas em agares MRS e M17 proveninentes de agua,
silagem, leite, soro fermento endégeno e queijo, 94 amostras foram pré-selecionadas, atendendo
aos requisitos estabelecidos: coloracdo Gram positivo, coco e/ou bastonete e teste de catalase
negativo, conforme metodologia descrita por Resende et al.. (2011). Dessa forma, essas 88
amostras foram submetidas a reacdo de amplificacdo intergénica do rDNA 16S-23S.

5.2. Amplificacédo da regido intergénica espacadora (ITS) 16S-23S rDNA

As 88 amostras de bactérias pré-selecionados pela caracterizagdo morfotintorial foram
submetidas a identificacdo molecular por PCR dos espagadores 16S-23S, a qual evidenciou a
presenca de quatro géneros de BAL: Streptococcus/Lactococcus (n=11 ou 12,5%) |,
Enterococcus (n=42 ou 47,7%) e Lactobacillus/Pediococcus (n=35 ou 39,7%) (figura 4).
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Figura 4. Resultado do PCR 16S-23S rDNA de amostras isoladas de silagem, &gua, soro fermento, leite,
silagem e queijo Minas artesanal com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias de maturagdo. S — Streptococcus; E —
Enterococcus; L- Lactobacillus/Pediococcus (bandas entre 500 e 750 bp)

A distincdo destes géneros € possivel devido as duplicacOes e inser¢des de sequéncia presentes
no espagcador interno transcrito 1 (ITS 1) da regido 16S-23S do rRNA (Nour, 1998; Magalhaes,
Floresta e Moraes, 2005). Streptococcus/Lactococcus apresentam pelo menos uma regido
espacadora, enquanto Enterococcus spp. possuem pelo menos dois espacgadores diferentes com
pesos semelhantes e migracdo préxima dentro do gel, e as espécies de Lactobacillus e
Pediococcus mostram trés ITS 1 distintas (Dobson et al., 2002).

As amostras 9, 11, 12, 23, 31, 60 e 69 ndo apresentaram bom rendimento de reacdo. Dessa
forma, 36 das 90 amostras de BAL foram identificados como sendo pertencentes aos géneros
Lactobacillus/Pediococcus, 43 como pertencentes ao género Enterococcus e onze amostras
pertencentes ao género Streptococcus. As amostras que apresentaram trés bandas
(Lactobacillus/Pediococcus) foram submetidas a reacdo Fingerprinting via rep-PCR - (GTG5).
O resultado da reagdo foi expresso em forma de dendrograma (figura 5), via UPGMA. As
amostras de BAL foram agrupadas em concordancia com o resultado da analise de coeficiente
de Pearson.
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Conforme descrito anteriormente na metodologia, com o intuito de reduzir o nimero de
amostras a serem sequenciadas, um unico microrganismo de cada agrupamento em percentual
de simlaridade superior a 90% foi selecionado para a andlise de-via sequenciamento do gene
rRNA 16S. Esse mesmo procedimento foi adotado por Van Hoorde, Vandamme e Huys (2008).
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Figura 5 — Arvore filogenética das amostras de BAL isoladas de silagem, agua, soro fermento e queijo
Minas artesanal com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias de maturacéo, oriundas de sete queijarias da regido de
Campo das Vertentes. A analise UPGMA foi baseada no coeficiente de similaridade de Pearson e cada
Unica amostra de agrupamentos acima de 90% foi sequenciado via rRNA16S (identificados com *)
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Amostras de BAL associadas a queijos produzidos a partir de leite cru sdo elementos cruciais
que influenciam a qualidade do queijo, flavour, peculiaridade e autenticidade (Steele, Broadbent
e Kok, 2013). Diversos fatores como a alimentacdo do gado, a composicdo do leite, as préaticas
artesanais de producdo e caracteristicas do ambiente e da regido podem influenciar a diversidade
e dindmica de comunidades microbianas associadas & producdo de queijos artesanais, suas
propriedades sensoriais e de sua qualidade final. Como as caracteristicas fisico-quimicas do
queijo sdo diretamente proporcionais a atuacdo da microbiota latica, torna-se mais do que
importante caracterizar taxonomicamente linhagens e grupos de bactérias que potencialmente
contribuem para as caracteristicas do queijo (Fortina et al., 2003; Moatsou et al., 2001; Van
Hoorde, Vandamme e Huys, 2008)

As amostras identificadas foram: L. plantarum, L. brevis, L. rhamnosus, L. paracasei e P.
acidilactici, com um predominio de L. plantarum ao longo de toda a anéalise de fingerprinting,
de diferentes origens e propriedades. Van Hoorde, Vandamme e Huys (2008) ao avaliarem dois
queijos artesanais tradicionais produzidos a partir de leite cru (Bellie e Dulses — tipo gouda)
identificaram por meio de rep-PCR - (GTGs) e rRNA 16S seq. predominancia de Lactobacillus
paracasei, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus curvatus, Enterococcus faecalis,
Enterococcus durans e-Lactobacillus perolens. Pogacic et al. (2013) avaliando Grana Padano,
gueijo artesanal também produzido a partir de leite cru e de soro-fermento enddgeno aos moldes
do “pingo” identificaram Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus helveticus e Pediococcus acidilactici como
microbiota predominante.

Analisando as amostras de BAL e suas respectivas origens (tabela 1) , observa-se que amostras
de L. plantarum foram encontradas em quase todas as origens, exceto em queijo 28 dias e
silagem, ao passo que foi a Unica espécie encontrada no leite. Esse resultado é um forte
indicativo de que ocorre uma predominancia desse microrganismo na regido. As respostas
variadas frente aos diferentes testes aos quais foram submetidos as espécies indicam que, apesar
de taxonimicamente serem semelhantes, o efeito de amostra enquanto linhagem sobrepde essa
filogenia.
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Tabela 1. Distribuicdo das amostras de Lactobacillus plantarum, L. paracasei, L. brevis, L.
rhamnosus e Pediococcus acidilactici isolados de silagem, &gua, soro fermento, leite e queijos
Minas artesanais com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias de maturacdo nas sete queijarias da regido de
Campo das Vertentes

Origem Espécies
L. plantarum L. paracasei L.brevis L.rhamnosus P. acidilactici

Queijo0d D;F; G C F
Queijo 7d A;C
Queijo 14d A;B;C A
Queijo 21d A;C E
Queijo 28d C
Queijo 60d A;B; D
Soro Fermento E; F
Silagem B B
Agua D D
Leite D

Legenda: letras maiusculas indicam queijarias distintas

Em relacdo ao queijo Minas artesanal, Borelli et al. (2011) observaram populagdes de BAL ao
longo de todo o periodo de maturacdo do queijo Minas artesanal produzido em queijarias na
regido da Serra da Canastra (Minas Gerais). As espécies identificadas foram: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis, Lactobacillus rhamnosus, Enterococcus
faecalis, Pediococcus acidilacitii e Weissella paramesenteroides. Analisando parametros
microbioldgicos de queijos da Serra da Canastra, N6brega (2007), encontrou altas contagens de
BAL como microbiota dominante do fermento endégeno. Apesar do crescimento bacteriano nao
ter apresentado diferenca significativa nos periodos de agua e seca, o pesquisador encontrou
valores numeéricos superiores de Lactococcus spp. para o periodo das aguas e valores superiores
de Lactobacillus spp.. Esses resultados corroboram os dados de Borelli et al. (2011), que
também encontrou contagens elevadas de BAL, principalmente Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus casei.

Arcuri et al. (2013) avaliaram o perfil de bactérias do acido latico de queijos provenientes de 4
mesorregides (Serro, Cerrado, Serra da Canastra e Araxa). Utilizando a amplificacdo da regido
V3 do rDNA 168, seguido de anélise DGGE, os pesquisadores encontraram perfis de bandas
homdlogos a microrganismos como Streptococcus salivarius, Streptococcus spp., Lactobacillus
spp., Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis e Streptococcus thermophilus. No estudo, a
65% de similaridade, a analise do cluster de padrdes via DGGE revelou uma clara separagdo de
amostras do queijo Minas artesanal relacionados a sua origem. As amostras de queijo em cada
cluster foram idénticas ou muito préximas em semelhanca, indicando uma ocorréncia de baixa
diversidade bacteriana. Além disso, os padrfes via DGGE determinaram uma clara diferenca
entre amostras oriundas do queijo Minas artesanal e queijos produzidos em escala industrial
(que foram usados como controles). Essa mesma separacdo de amostras pode ser verificada no
dendrograma estabelecido, onde se observa a formagdo de dois grandes agrupamentos a um
baixo percentual de similaridade (<10%), indicando grande divergéncia das possiveis linhagens
subsequentes.
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Sendo assim, observa-se que as amostras de BAL, como L. plantarum oriundas de queijarias
cadastradas (A, B e C) podem ser observadas nos dois grandes grupos, ao passo que amostras de
BAL das queijarias ndo-cadastradas (D, E, F e G) apresentaram amostras restritas a um dnico
grande grupo. Embora o segundo grande grupo tenha apresentado maior diversidade bacteriana,
muito se deve justamente as amostras provenientes de queijarias cadastradas. Isso é um forte
indicativo de que as essas propriedades possuem maior diversidade bacteriana em detrimento as
queijarias ndo-cadastradas. Esses dados reforcam a ideia de que BAL sdo necessarias tanto para
caracterizagdo sensorial desses queijos quanto para uma possivel reducdo de microbiota
patogénica e/ou contaminante dos queijos Minas artesanal.

Pediococcus acidilactici foi isolada em amostras de queijo da queijaria C e silagem da queijaria
B, ambas apresentando agrupamentos isolados, porém dentro do segundo grande agrupamento.
O isolamento de P. acidilactici ainda ndo havia sido observado em outros estudos envolvendo o
gueijo Minas artesanal, embora diversos outros trabalhos envolvendo queijos artesanais ja
descreveram a presenca desse microrganismo Settanni e Moschetti (2010) abordaram dados
interessantes envolvendo a deteccdo de L. paracasei, L. rhamnosus e P. acidilactici no que diz
respeito ao papel destes como BAL néo iniciadoras (Non starter LAB — NSLAB), que atuam em
estagios de maturagdo mais avancados do queijo, porém ambos os microrganismos foram
isolados de silagem e de queijo fresco. Dessa forma, a silagem pode ter atuado como um agente
inoculador de NSLAB, gue pode ser demonstrado com amostras de silagem e queijo de 28 dias
da queijaria C, onde isolou-se L. paracasei. Entretanto, sdo necessarios estudos mais
aprofundados envolvendo a dindmica microbiana desses queijos. De acordo com Pogacic et al.
(2013) essas espécies de NSLAB representam uma pequena parte da populacdo em ambientes
com grande diversidade microbiana, como leite e queijo, sendo, portanto, dificil estabelecer uma
evidéncia sélida que extrapole para o conceito de comunidade desses microrganismos.

Verifica-se que as amostras de L. plantarum, L. paracasei e L. brevis foram detectadas na agua,
leite, soro fermento enddgeno e, no caso especifico de L. plantarum, em diversas fases de
maturacdo do queijo de diferentes propriedades, o que pode ser explicado gracas a caracteristica
desses microrganismos de serem NSLAB, atuando principalmente na protedlise e producéo de
flavour, bem como atuando como inibidores de microrganismos patogénicos.

A deteccdo de L. plantarum no soro fermento enddgeno pode ser contrastada com o
experimento realizado por Poveda, Cabezas e McSweeney (2004), que inocularam uma cultura
iniciadora adicionada de L. plantarum em queijos Manchego e observaram maior concentracéo
de aminoacidos na massa em contraste aos queijos com cultura comercial. Terzic-Vidojevic et
al. (2013) identificaram que amostras de L. plantarum oriundos de queijo de cabra artesanal
feito com leite cru na regido da Sérvia demonstraram importantes propriedades fisico-quimicas
(como producdo de exopolissacarideo - EPS e alta atividade proteolitica), podendo ser aplicados
em culturas iniciadoras para a fabricagcdo desses queijos.

Esses resultados indicam que o soro fermento endégeno é importante tanto por trazer culturas

iniciadoras como também por inocular microrganismos que atuam na maturacdo do produto,
assim como ocorre na silagem.
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5.3. Avaliacdo in vitro do potencial probidtico de amostras de BAL isoladas de soro
fermento, agua, leite, silagem e queijo Minas artesanal com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias
de maturacéo

Analise in vitro de resisténcia de amostras de BAL isoladas de soro fermento, agua, leite,
silagem e queijo Minas artesanal com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias de maturacdo frente aos sais
biliares

A bile é um importante componente antimicrobiano do sistema digestivo formada por varias
substancias, dentre as quais se destacam os sais biliares que sdo moléculas capazes de promover
danos na membrana e na estrutura do DNA bacteriano (Merritt e Donaldson, 2009). Portanto, a
tolerancia a estes compostos é fundamental para sobrevivéncia do probidtico no trato
gastrointestinal (Lebeer, Vanderleyden, e De Keersmaecker, 2010).

As 34 amostras de BAL isoladas de soro fermento, agua, leite, silagem e queijo Minas artesanal
com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias de maturacdo pré-selecionadas pelas analises morfotintoriais e
moleculares de Lactobacillus spp. e Pediococcus acidilactici foram entdo submetidas a
avaliacdo de resisténcia aos sais biliares (0,3% Oxgall). A tabela 2 ilustra a resposta das
amostras frente a resisténcia aos sais biliares
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Tabela 2. Percentuais de inibicdo de amostras de bactérias do acido latico isoladas de silagem,
agua, soro fermento, leite e queijos Minas artesanais com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias de maturagao
frente aos sais biliares (0,3% oxgall)

Amostra Sais biliares Amostra Sais biliares
0,3% oxgall 0,3% oxgall
LP16* -1% LP71* 22%
LB1* 3% LP19* 23%
LP5* 5% LP12* 23%
LP19* 7% LP14* 24%
LP15* 9% LPC2* 24%
LP4* 9% LP13* 25%
LP3* 10% LP10 26%
LP14* 10% LPOO 27%
LP61* 13% LB2 28%
LP9* 14% LR1 28%
LP2* 15% LP22 29%
PALl* 15% LPOO 29%
LP7* 15% LR2 30%
LP17* 15% LP21 31%
LPC1* 16% LP25 32%
LP1* 16% LB3 33%
PA2* 17% LP23 34%
LP11* 21% LP24 34%
Legenda: LP — Lactobacillus plantarum; LB — Lactobacillus brevis; LPC — Lactobacillus paracasei; PA —
Pediococcus acidilactici; LR - Lactobacillus rhamnosus.

* Amostras selecionadas para o teste de resisténcia aos acidos

A resisténcia dos lactobacilos a a¢éo dos sais biliares esta associada a presenca ou ndo de uma
enzima hidrolase de sais biliares (denominada biliary salts hidrolase - BSH), que desconjuga os
sais biliares e impede a sua acdo detergente ap6s um stress inicial causado pelos mesmos.
Porém, como algumas amostras de lactobacilos ndo conseguem produzir essa enzima e ainda
assim sobrevivem em ambiente intestinal, outros mecanismos de resisténcia ainda pouco
elucidados devem ser utilizados por esses microrganismos (Vinderola e Reinheimer, 2003)

Observa-se que todas as amostras de BAL apresentaram percentual de resisténcia inferior a
35%. Segundo Acurcio (2011), Alvim (2011), Silva et al. (2013) e Andrade et al. (2014), todas
as amostras poderiam ser consideradas resistentes uma vez que esses pesquisadores basearam
seus resultados num limite maximo de <40% de inibic&o.

Entretanto, com o intuito de selecionar amostras com melhor potencial probidtico, de acordo
com a metodologia adotada, foi estabelecido um percentual <25% de inibicdo em sais biliares.
Dessa forma, foram selecionadas 24 amostras de BAL para o teste de resisténcia ao suco
gastrico.

Avaliando a resisténcia aos sais biliares de Lactobacillus spp. isolados de queijos da regido da
Serra da Canastra, Andrade et al. (2014) verificaram que todas as amostras (n=7) foram
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tolerantes por apresentarem menos de 40% de inibi¢do ao Oxgall (BD) 0,3%. Algumas amostras
apresentaram percentual de inibicdo negativo, como também foi observado com Lactobacillus
plantarum 16 (LP16). O mesmo pode ser observado em trabalho realizado por Costa et al.
(2013) que, ao avaliarem o potencial probidtico de bactérias do do acido latico isoladas de
queijo Minas artesanal da Serra da Canastra, verificaram que a amostra que obteve melhor
desempenho no teste foi L. plantarum B19, apresentando inibigdo menor que 15%. As amostras
L. plantarum B7 e L. plantarum D13 obtiveram bom desempenho, com inibicdo menor que
50%.

Ribeiro et al. (2014) avaliando resisténcia aos sais de amostra de Pediococcus acidilactici B14
encontraram percentual de inibicdo proximo a 28% em Oxgall 0,3%, durante 180 minutos de
incubacéo.

Diversos trabalhos na literatura indicam que as diferencas adaptativas nas curvas de crescimento
de BAL desafiadas com Oxgall é dependente da linhagem e ndo de sua espécie (Jacobsen et al.,
1999; Mirlohi et al.,2009; Ruiz-Moyano et al., 2008). Isso pode ser observado nos resultados de
resisténcia aos sais biliares, uma vez que amostras da mesma espécie ndo apresentaram
resultados semelhantes de inibicdo. Entretanto, o que também foi observado no presente
trabalho ao associar a origem e a linhagem de determinado microrganismo frente ao
dendrograma pré-estabelecido, foi que até mesmo linhagens semelhantes podem manifestar
potencial diferente de resposta.

Analise in vitro de resisténcia de amostras de BAL isoladas de soro fermento, agua, leite,
silagem e queijo Minas artesanal com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias de maturacdo frente ao acido

A resisténcia a agdo do acido cloridrico é importante porque o mesmo difunde-se através da
membrana celular e no citoplasma, dissociando-se e liberando prétons. O acimulo de prétons
no meio intracelular pode interferir no funcionamento da membrana celular, prejudicando
processos essenciais a sobrevivéncia celular (Guchte et al., 2002).

A resisténcia a acidos organicos por lactobacilos esta relacionada com a sua capacidade de
remover prétons do ambiente intracelular para o extracelular por meio de um complexo
enzimatico que consome ATP, denominada H*-ATPase. Este processo, apesar de eficiente, é
energicamente dispendioso para a célula, por isso, outro mecanismo, mediado por um gene para
a resposta de tolerancia ao stress acido (conhecido como ATR), é tdo ou mais importante para a
resisténcia ao acido por lactobacilos. Tal gene comanda a saturagdo dos &cidos graxos da
membrana mediante stress acido, diminuindo a sua fluidez e impedindo o afluxo de prétons H*
para o interior da célula, reduzindo assim seu gasto energético e retardando a acidificacdo do
citoplasma (Broadbent et al., 2010).

As 24 amostras que apresentaram melhor percentual de inibicdo frente aos sais biliares foram
submetidas ao teste de resisténcia ao suco gastrico. A metodologia descrita por Silva (2013) foi
adaptada para um intervalo de incubacdo de 30 minutos. De acordo com Yu, Crison e Amidon
(1996) o tempo médio de esvaziamento gastrico-intestinal pode variar de 30 a 570 minutos. O
limite de 30 minutos foi adotado com o intuito de avaliar condi¢des de pH mais severas. Dessa
forma, estipulou-se a avaliacdo em dois valores distintos de pH: 2.0 e 1.5 (tabela 3)
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Tabela 3. Percentuais de inibicdo de amostras de bactérias do &cido latico isoladas de soro
fermento, &gua, leite, silagem e queijo Minas artesanal com 0, 7, 14, 21, 28 e 60 dias de
maturacdo frente aos acidos (pH 1.5 e pH 2.0)

Amostra pH

15 2.0
LP4* 42% -18%
LP2* 48% -24%
PA2* 48% -8%
LP3* 53% -13%
PA1* 54% -4%
LPC1* 55% -23%
LP1* 58% 7%
LP7* 59% -14%
LP13 59% 0,8%
LP19 60% 2,3%
LP6 61% -11%
LB 62% 11%
LP18 64% 0,5%
LP5 64% 4,44%
LP16 65% -15%
LP9 65% -0,25%
LP14 67% 11%
LP11 67% 16%
LP61 68% -17%
LPC2 69% 4%
LP15 70% 1%
LP19 70% 13%
LP12 71% 1%
LP8 72% 21%
LP71 79% -3%

Legenda: LP — Lactobacillus plantarum; LB — Lactobacillus brevis; LPC — Lactobacillus paracasei; PA —
Pediococcus acidilactici;
* Amostras selecionadas para o teste de antagonismo in vitro

Observa-se que treze de um total de 25 amostras (52%) apresentaram percentuais negativos de
inibicdo em pH 2.0, indicando que a curva de crescimento de amostras submetidas ao stress
acido foi superior a curva controle, sendo de fato resistentes ao &cido. Ademais, o percentual
maximo de inibicdo alcancado pelas amostras de BAL foi de 15,82% (amostra LP12). Esses
dados podem ser comparados aos resultados alcancados por Andrade et al. (2014) que, ao
avaliarem a resisténcia ao &cido de Lactobacillus spp. provenientes de queijos da regido da
Serra da Canastra, identificaram como percentual maximo de inibicdo 13,92%, ao passo que
também foram observados percentuais negativos de inibicdo provenientes para L. casei (-
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1,55%) e L. plantarum (-19,88%). Costa et al. (2013) também observaram alta frequéncia de
Lactobacillus spp. provenientes de queijos da regido da Serra da Canastra resistentes ao &cido
em pH 2.0, sendo o maior percentual de inibicdo 19,68% (L. casei A21). Além disso, 0s
pesquisadores também observaram que 33% das BAL (4/12) apresentaram percentual nulo ou
negativo de inibigdo. Todos os trabalhos identificaram que as amostras de Lactobacillus
plantarum apresentaram melhores resultados de resisténcia, o que também pode ser observado
no presente estudo em &cido a pH 2.0, muito em virtude de sua maior representatividade perante
as outras amostras isoladas.

Ribeiro et al. (2014) avaliaram a resisténcia ao suco gastrico de amostra de Pediococcus
acidilactici B14 em 3 niveis de pH diferentes (pH 1.3, pH 2.5 ¢ pH 4.0) e encontraram
percentual de inibigéo de 51,9%, 29,1% e 11.4 %, respectivamente.

Sendo assim, seguindo o critério adotado pela metodologia inicial, os dados obtidos pela analise
de resisténcia ao acido em pH 2.0 foram pouco discriminat6rios no que tange o quesito selecdo
de amostras. Conforme descrito anteriormente pela literatura, diversas amostras de BAL
apresentam resisténcia ou até mesmo crescimento em ambientes acidos. Isso se deve ao fato de
gue BAL com potencial probiotico apresentam maior resisténcia a pH baixo que outras bactérias
do do &cido latico (Vinderola e Reinheimer, 2003).

Desta forma, as amostras de BAL foram submetidas ao teste de resisténcia em pH 1.5 (tabela 3),
com o intuito de atenuar o efeito adaptativo em ambientes acidos dos microrganismos para
estabelecer um critério de selecdo de amostras.

De acordo com os resultados expostos, observa-se um alto percentual de inibicdo das BAL em
pH 1.5. Diferente dos resultados observados em pH2.0, nenhuma amostra foi capaz de exibir
percentual negativo de inibicdo (indicativo de resisténcia e adaptacdo). Entretanto, as oito
amostras (8/25) que apresentaram percentual de inibi¢do menor que 60% foram as mesmas que
apresentaram percentual negativo de inibicdo em pH2.0, indicando que podem ser amostras
extremamente resistentes a ambientes acidos. Um importante critério de selecdo de probidticos
diz respeito a sua tolerancia a altos valores de acidez, que podem ser observados no estémago
de humanos. O menor pH ja identificado foi de 1.5 (Huang e Adams, 2004; Lin et al., 2006). De
acordo com Fernandez et al. (2003), potenciais microrganismos probiéticos devem tolerar ao
menos um valor proximo ao pH 3.0. Altas concentrag¢fes de acido podem alcancar o valor de pH
1.5 durante o processo de ingestdo de alimentos, conforme descrito por Sahadeva et al. (2011).
Dessa forma, a andlise de resisténcia em pH 1.5 pode ndo ser adequada se adotados altos
periodos de incubacdo (3 horas), conforme observado pode Sahadeva et al. (2011) e Mandal et
al. (2006). Entretanto, conforme metodologia adotada para o experimento, a selecdo inicial
estabelecida pela resisténcia aos sais biliares, seguida de analise de resisténcia ao acido
utilizando um intervalo de 30 minutos de incubacdo associando valores distintos de pH (2.0 e
1.5 respectivamente) permite sele¢do discriminatéria de BAL com potencial probidtico.
Diversos estudos indicam que acido e bile possuem efeitos separados e combinados no
crescimento de bactérias. O stress causado pela bile acontece apds o stress exercido pelo acido
no estdmago Leyer e Johnson (1993) e Lin et al. (2006) postularam que microrganismos que
sofreram injurias sub-letais podem manifestar diferentes e imprevisiveis mecanismos de
resisténcia a novos fatores de stress. Além disso, assim como foi constatado por Ruiz-Moyano
et al. (2008), as linhagens com melhor desempenho no teste resisténcia aos acidos foram as que
mostraram boa sobrevivéncia na presenca de sais biliares.
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Dessa forma, foram selecionados oito amostras de BAL que apresentaram menor percentual de
inibicdo para sais biliares e acido (pH 2.0 e 1.5). A tabela 4 descreve as BAL e seus respectivos
resultados frente aos critérios de selecdo adotados.

Tabela 4. Percentuais de inibicdo das amostras de Lactobacillus plantarum, L. paracasei e
Pediococcus acidilactici isolados de soro fermento enddgeno, silagem e queijos com 0, 21 e 60
dias de maturacdo da regido de Campo das Vertentes frente aos testes de resisténcia a sais
biliares e &cido (pH 2.0 e 1.5)

Amostra Percentual de inibi¢do
Sais biliares Acido

pH 2.0 ph 1.5
Lactobacillus plantarum LP1
(pingo) 16% -1% 58%
Lactobacillus plantarum LP2
(pingo) 15% -24% 48%
Lactobacillus plantarum LP3
(pingo) 10% -13% 53%
Lactobacillus plantarum LP4
(queijo 21 dias) 9% -18% 42%
Lactobacillus plantarum LP7
(queijo 60 dias) 15% -14% 59%
Lactobacillus paracasei LPC1
(silagem) 16% -23% 59%
Pediococcus acidilactici PA1
(silagem) 15% -4% 54%
Pediococcus acidilactici PA2
(queijo 0 dia) 17% -8% 48%

Teste de antagonismo in vitro de amostras de BAL isoladas de silagem, dgua soro fermento e
gueijo Minas artesanal com 0, 21 e 60 dias de maturacdo via spot-on-the-lawn frente aos
microrganismos reveladores

As oito amostras de Lactobacillus plantarum, L. paracasei e Pediococcus acidilactici isolados
de soro fermento enddgeno, silagem e queijos com 0, 21 e 60 dias de maturagdo previamente
selecionadas foram submetidas ao antagonismo via spot-on-the-lawn, com o intuito de avaliar o
potencial inibitdrio frente a microrganismos patogénicos. Para as reveladoras, foram utilizadas
seis amostras de origem conhecida, oriundas da American Type Culture Collection (ATCC),
duas reveladoras oriundas do proprio queijo e identificadas molecularmente via sequenciamento
do gene rRNA 16S, e outras duas BAL oriundas do préprio isolamento, visando avaliar a
ocorréncia de auto-inibi¢do por parte das amostras. Dessa forma, o resultado esta expresso nas
tabelas 5 e 6.
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Tabela 5. Médias dos halos de inibicdo (mm), de duas repeticGes em duplicata, do teste de
antagonismo in vitro das amostras de Lactobacillus plantarum, L. paracasei e Pediococcus
acidilactici isolados de silagem, soro fermento enddgeno e queijos com 0, 21 e 60 dias de
maturacao, da regido de Campo das Vertentes, contra cada bactéria reveladora

Reveladora Média do halo de  Desvio-padrao Coeficiente de variacdo
inibicdo (mm) (%)

Enterococcus faecalis ATCC 19433 28%¢ef 5,76 20
Escherichia coli ATCC 25922 41,99% 47 7 16
Lactobacillus plantarum (LP1) 2,85°¢ 4,325 185
Lactobacillus plantarum (LP7) 0,8"¢ 1,48 150
Listeria monocytogenes ATCC

15313 28,82° ¢ 3,4 12
S. Typhimurium ATCC 14028 29,874 f 3,8 13
Shigella flexneri ATCC 25875 51,28 f 8,45 16
Escherichia fergusonii (queijo) 38,287 f 9,9 26
S. aureus aureus (queijo) 14,64 ¢ 9,3 63
Staphylococcus aureus ATCC 2921 30,204 F 5,16 17

Legenda: letras distintas indicam resultados estatisticamente diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis
(p<0,05) e pos-teste de Dunn.

Tabela 6. Médias dos halos de inibi¢do (mm) do teste de antagonismo in vitro de cada amostra
de Lactobacillus plantarum, L. paracasei e Pediococcus acidilactici isolados de soro fermento
enddgeno, silagem e queijos com 0, 21 e 60 dias de maturacdo, da regido de Campo das
Vertentes, contra cada bactéria reveladora

Amostra Reveladoras (média do halo de inibicdo em mm)

SF EC EFQ EF LM ST SA SA@@ LP1 LP7
LP1 5095 42,08 3936 2545 2713 2495 2879 598 000 0,00
LP2 5239 3629 3151 2491 2758 2733 2206 909 420 0,00
LP3 4249 3345 3442 2941 2762 2943 2308 389 000 0,00
LP4 6327 4958 4964 2645 30,71 3538 3360 11,32 7,77 0,00
LP7 5963 47,77 4651 3101 2982 3475 3330 1099 000 0,00
LPC1 3927 3301 1875 19,00 2366 2610 3094 2369 000 0,00
PA1 5674 4479 4312 3584 3545 3165 3562 2331 000 3,13
PA2 4557 4896 4296 3592 2863 2943 3428 2887 10,09 3725

Legenda:. Valores do halo de inibicdo por cada amostra de BAL frente a bactérias reveladoras. Legenda:
SF — Shigella flexneri ATCC 25875; EC — Escherichia coli ATCC 25922; EF(q) — Escherichia fergusonii
isolado de queijo; EF — Enterococcus faecalis ATCC 19433; LM — Listeria monocytogenes ATCC 15313;
ST — Salmonella enterica var. Typhimurium ATTCC 14028; SA — Staphylococcus aureus ATCC 2921;
AS(q) — Staphylococcus aureus ssp. aureus isolado de queijo; LP — Lactobacillus plantarum 1; LPC —
Lactobacillus paracasei; PA — Pediococcus acidilactici

51



N&o foram observadas diferencas significativas entre a capacidade de inibicdo por parte das
amostras de BAL, apenas a susceptibilidade de cada reveladora, como pode ser verificado na
tabela 7. Dessa forma, todas as amostras de BAL se caracterizaram como boas inibidoras de
microrganismos patogénicos.

Tabela 7. Médias dos halos de inibicdo (mm) das amostras de Lactobacillus plantarum, L.
paracasei e Pediococcus acidilactici isolados de silagem, soro fermento enddgeno, e queijos
com 0, 21 e 60 dias de maturacdo da regido de Campo das Vertentes, contra bactérias
reveladoras

Reveladora Média do halo de  Desvio-padrao Coeficiente de variacdo
inibicéo (mm) (%)
Lactobacillus plantarum LP1 24,47 5,578 22,80
Lactobacillus plantarum LP2 23,53 4,978 21,15
Lactobacillus plantarum LP3 22,38 4,879 21,80
Lactobacillus plantarum LP4 21,44 5,639 26,30
Lactobacillus plantarum LP7 30,77 4,634 15,06
Lactobacillus paracasei LPC1 29,38 4,091 13,92
Pediococcus acidilactici PAL1 30,96 6,385 20,62
Pediococcus acidilactici PA2 30,79 6,376 2071

Todas as amostras foram capazes de produzir halo de inibigdo frente aos microrganismos
reveladores. Observa-se que S. flexneri, E. coli e E. fergusonii apresentaram diferenca
significativa de inibigdo frente a S. aureus aureus (isolada de queijo), e as duas BAL (LP1 e
LP7). Dessa forma, os microrganismos reveladores do género Staphylococcus (ATCC e isolado
do queijo) foram os que apresentaram menor halo de inibi¢cdo. Resultados semelhantes foram
encontrados por Costa et al. (2013), que encontraram baixos valores de inibicdo de
Lactobacillus spp. frente a S. aureus ATCC 29313. Esse fato pode ter relagdo com resultados
das analises microbiol6gica dos queijos Minas artesanais da Serra da Canastra estudados
(Resende et al., 2011) visto que, dos microrganismos patogénicos pesquisados, apenas
Staphylococcus spp. foi encontrado em elevadas concentracdes (1,7 x 10° UFC/g). Tendo em
vista que as amostras de Staphylococcus aureus ssp. aureus foram isoladas de queijos ou
produtos associados ao queijo (como soro fermento), sugere-se que possa ocorrer uma
adaptacdo do patdgeno frente ao potencial de inibicdo dos Lactobacillus spp. e Pediococcus
acidilactici. Entretanto, Oliveira (2013), avaliando a presenca de genes codificadores de toxinas
em amostras de Staphylococcus isoladas de queijos Minas artesanais da regido da Serra da
Canastra, concluiu que nenhuma das cepas apresentavam 0S genes necessarios para a
codificacdo de enterotoxinas.

N&o houve diferenca (p> 0,05) nos halos de inibicdo de LP1 e LP7, indicando baixo indice
competitivo entre as produtoras e reveladoras, observado pelos baixos valores de halos de
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inibicdo quando avaliadas frente as BAL produtoras. Este fato possibilita a utilizagdo dessas
bactérias testadas associadas com outras bactérias do &cido latico, ampliando, assim, a sua acao
inibitdria contra outros microrganismos. (Costa et al., 2013). Devido ao fato de apresentarem
baixos valores de inibicdo em comparagdo as outras bactérias reveladoras, houve grande
influéncia da média desse resultado no coeficiente de variacdo dessas duas reveladoras.

Em trabalho avaliando potencial antimicrobiano de BAL provenientes de queijo Minas
artesanal, Alexandre et al. (2002) verificaram que, das 192 cepas previamente isoladas e
caracterizadas como BAL, 48 (25%) foram capazes de inibir o crescimento de bactérias
reveladoras: Lactobacillus sake, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus carnosus. Quanto a atividade antimicrobiana direta frente a Listeria
monocytogenes, 29 cepas (15,1%) apresentaram capacidade de inibicdo a esse microrganismo
Foram encontrados valores de inibi¢do de 83,3% contra Salmonella enterica subsp. enterica var.
Typhimurium, 33,3% contra Lactobacillus sake, 56,2% contra Staphylococcus aureus, 66,6%
contra Listeria innocua e 58,3% contra Listeria monocytogenes.

Ao avaliar o potencial probidtico de BAL previamente isoladas de queijo Minas artesanal por
Resende et al. (2011), Andrade et al. (2014) observou que a amostra L. plantarum (B17) foi a
Gnica que inibiu a bactéria reveladora patogénica Salmonella Thyphimurium. No presente
estudo, todas as produtoras foram capazes de inibir S. Typhimurium, embora ndo tenham sido
observadas diferencas estatisticas nos halos. Costa et al. (2013) também detectaram atividade
antagonista de Lactobacillus spp. contra Staphylococcus spp., Escherichia coli e Listeria
monocytogenes, e pouca inibi¢gdo contra microrganismos do proprio queijo, L. rhamnosus e L.
fermentum.

Analise in vitro de amostras de BAL isoladas de soro fermento, silagem e queijo Minas
artesanal com 0, 21 e 60 dias de maturacdo da regido de Campo das Vertentes frente a
susceptibilidade aos antimicrobianos

As oito amostras de BAL oriundas de soro fermento, silagem e queijo Minas artesanal com 0,
21 e 60 dias foram submetidas ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, com o intuito de
verificar possivel resisténcia por parte dos microrganismos frente antibiéticos empregados na
medicina. A tabela 8 demonstra o resultado da inibicdo das amostras de BAL frente aos
diferentes antimicrobianos usados.
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Tabela 8. Niveis de susceptibilidade aos antimicrobianos avaliados em duas repeticdes em
triplicata , das amostras de Lactobacillus plantarum, L. paracasei e Pediococcus acidilactici
isolados de soro fermento end6geno, silagem e queijos com 0, 21 e 60 dias de maturacao, da
regido de Campo das Vertentes

Antibiético Amostra

LP1 LP2 LP3 LP4 LP7 LPC1 PAl PA2
GN R S S R R R R R
OoX R R R R R R
VA R R R R R R
S M.S R R R R R R
TE S M.S S S S S S S
CAZ S S S S S M.S M.S M.S
PEN M.S M.S M.S M.S M.S S S S
DA S S S S S S S S
CIP M.S R R R R R R R
E S S S S S S S S

Legenda: ceftazidime - CAZ (30 ug), clindamicina - DA (2 ug), ciprofloxacina - CIP (5 ug), eritromicina
- E (15 pg), gentamicina - GN (10 pg), oxacilina - OX (1 pg), penicilina - PEN (10 Ul), estreptomicina —
S (25 pg), tetraciclina - TE (30 ug), vancomicina - VA (30 ug) / LP — Lactobacillus plantarum; LPC —
Lactobacillus paracasei; PA - Pediococcus acidilactici. R - resisténcia/ M.S - moderada
susceptibilidade/ S. — susceptibilidade (Charteris, 1998)

Todas as amostras de BAL (100%) testadas foram sensiveis a clindamicina e eritromicina. Em
relagdo a tetraciclina, 87,5% das amostras de BAL apresentaram susceptibilidade, com excecéo
da amostra LP2 que apresentou moderada susceptibilidade. Andrade et al. (2014) também
observaram moderada sensibilidade de L. plantarum em relacdo a tetraciclina. Esses resultados
também foram observados por Costa et al. (2013), detectando total susceptibilidade das
amostras testadas no experimento dos pesquisadores. Em contrapartida, Klare et al. (2007)
identificaram resisténcias maltiplas de Lactobacillus frente aos antimicrobianos clindamicina,
eritromicina e tetraciclina, porém em baixos niveis de detec¢do (4% das amostras).

A resisténcia a vancomicina tem sido demonstrada como sendo intrinseca as bactérias do acido
latico, sendo que estudos com Lactobacillus spp. isolados de diferentes origens apontaram
resisténcia em 100% das linhagens testadas (Teuber, Meile e Schwarz, 1999; Mathur e Singh,
2005; QOuoba, Lei e Jensen, 2008). Microrganismos pertencentes a outros géneros de BAL
(Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus e Weissella) também foram destacados como
portadores desta resisténcia intrinseca a vancomicina (Wright, Holman e Walsh, 1993), (
Mathur e Singh, 2005). Acurcio (2011), Costa et al. (2013) e Andrade et al. (2014) também
constataram resisténcia intrinseca de Lactobacillus spp. frente a vancomicina. Em relacdo a
oxacilina, pode-se considerar que as amostras de BAL também apresentam resisténcia
intrinseca, uma vez que esse antimicrobiano ndo é citado na literatura como sendo transmitido
via plasmideo por BAL (Mathur e Singh, 2005; Silva et al., 2013).
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Observa-se que 25% (2/8) das amostras apresentaram susceptibilidade a gentamicina e 12,5%
(1/8) apresentou moderada susceptibilidade a estreptomicina. Klare et al. (2007) identificaram
altos niveis de resisténcia de Lactobacillus a estreptomicina. Costa et al. (2013) e Andrade et al.
(2014) também verificaram altos niveis de resisténcia a estreptomicina e gentamicina. Charteris
et al. (1998a) relataram que todas as amostras avaliadas foram resistentes a estes
antimicrobianos. Com relagdo ao antimicrobiano ciprofloxacina, houve elevada taxa de
resisténcia (87,5% das amostras). Charteris et al. (1998) e Ouoba, Lei e Jensen (2008) relataram
resultado semelhante, corroborando os resultados encontrados no presente estudo.

Tankovic, Leclercq e Duval (1993) constataram que amostras de P. acidilactici e P. pentosaceus
testados apresentaram resisténcia a tetraciclina e moderada sensibilidade a penicilina G, em
contraste as BAL do presente estudo que manifestaram susceptibilidade a ambos
antimicrobianos. Ribeiro et al. (2014), avaliando resisténcia aos antimicrobianos de
Pediococcus acidilactici B14, encontraram altos niveis de susceptibilidade a eritromicina e
clindamicina, moderada susceptibilidade a penicilina G e tetraciclina e resisténcia intrinseca do
género Pediococcus a vancomicina.

Critério de selecdo de amostras de BAL isoladas de soro fermento, silagem e queijo Minas
artesanal com 0, 21 e 60 dias de maturacdo da regido de Campo das Vertentes para outras
andlises in vitro e analise in vivo

A observacdo do comportamento in vitro especifico da linhagem que se pretende utilizar como
probidtico tem sido eficiente como um processo de selecdo preliminar (Morelli, 2000;
FAO/WHO, 2002; Mirlohi et al., 2009). Assim, os critérios utilizados neste trabalho para
selecdo de estirpes probidticas foram baseados na avaliagdo in vitro dos isolados de &gua,
silagem, soro-fermento, leite e queijo Minas artesanal da regido de Campo das Vertentes.
Observa-se que todas as oito amostras de BAL apresentaram bons indices de resisténcia aos sais
biliares (em 0.3% de Oxgall) e acido gastrico em dois valores de pH diferentes (pH 2.0 e pH
1.5), bem como apresentaram niveis de susceptibilidade e resisténcia compativeis com a
literatura. Embora sejam necessarios estudos mais aprofundados visando a detec¢do de genes e
plasmideos de resisténcia antimicrobiana, pode-se dizer que todos as amostras de BAL sdo
potenciais candidatos que se encaixam nos critérios de selecdo adotados durante todas as
analises in vitro. Sendo assim, como ndo houve diferenca significativa entre as produtoras frente
a inibicdo de microrganismos reveladores e ndo foram observadas discrepancias em relacéo a
susceptibilidade aos antimicrobianos, decidiu-se por selecionar dois microrganismos de espécies
diferentes. A amostra LP4 (oriunda de queijo Minas artesanal com 21 dias de maturacdo) foi
escolhida dentre os representantes do género Lactobacillus, uma vez que essa amostra
apresentou melhores indices de resisténcia aos sais biliares e acido (pH 2.0 e 1.5). A amostra
PA2 (oriunda de queijo Minas artesanal com 0 dia de maturagdo) foi escolhida como
representante do género Pediococcus, como candidata para testes de co-cultivo e testes in vivo.
Embora a amostra PAL tenha apresentado maior halo de inibi¢do em relagdo a amostra PA2, sua
origem foi de silagem e sendo um ambiente que diverge de leites fermentados ou queijo, optou-
se pela segunda amostra de P. acidilactici. Destaca-se que para as analises in vivo seria
necessaria uma pré-adaptacdo da amostra oriunda de silagem para sua utilizagdo em
administracdo oral via leite fermentado. Além disso, PA2 apresentou melhores resultados de
resisténcia aos sais biliares e acido (pH 2.0 e 1.5) em detrimento a PAL. Os testes in vitro
subsequentess foram realizados utilizando trés reveladoras: Shigella flexneri, Escherichia coli e
Salmonella Typhimurium, uma vez que as duas primeiras reveladoras foram as mais
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significativamente inibidas no antagonismo in vitro via spot-on-the-lawn. Para os testes in vivo
foi utilizada apenas a S. Typhimurium em virtude do reduzido nimero de animais adquiridos.

Antagonismo in vitro via co-cultivo e sobrenadante de Lactobacillus plantarum (LP4) isolada
de queijo Minas artesanal com 21 dias de maturacdo e Pediococcus acidilactici (PA2) isolado
de queijo Minas artesanal com 0 dia de maturacdo eem frente a Salmonella Typhimurium |,
Escherichia coli e Shigella flexneri

O resultados de co-cultivo estdo expressos na tabela 9 onde se observam diferencas entre as
amostras co-cultivadas em BHI e em MRS.

Tabela 9. Contagens de S. Typhimurium (ST), E. coli (EC) e S. flexneri (SF) em é&gar
MacConkey (log;p UFC/ml) em cultura pura ou no co-cultivo (18h) com L. plantarum (LP4)
isolada de queijo Minas artesanal com 21 dias de maturacdo e P. acidilactici isolada de queijo
Minas artesanal com 0 dia de maturagdo, da regido de Campo das Vertentes

Meio Co-cultivo
PA2 + LP4+ PA2 + LP4+ PA2+  LP4+
ST st st B¢ Ec ec  SF g SF
BHI 9,03 9,13* 863* 9,07 901* 883 895 9,01® 865°
MRS 8,50 4° 4° 8,13 4,33° 4° 7,81 4" 4"

Legenda: letras distintas na coluna indicam diferenca significativa pelo teste Two-way anova (p<0,0101 e
pos-teste de Bonferroni (n=3).

Conforme pode ser observado na tabela 10 LP4 e PA2, quando em meio (MRS), produzem substancias
(em grande maioria acidos organicos, pela maior capacidade de acidificacdo do meio MRS,
embora a producdo de bacteriocinas e de H,O, também tenham de ser levadas em consideracéo),
com habilidade de antagonizar S. Typhimurium, S. flexneri e E. coli. O mesmo ndo acontece
guando o meio é modificado visto que, quando em meio (BHI), as amostras ndo foram capazes
de inibir o crescimento das bactérias patogénicas. Em experimento semelhante de Hiitt et al.
(2006), diversas amostras de lactobacilos conhecidamente probidticos apresentaram, de acordo
com uma escala elaborada pelos proprios autores, atividade antagonista média no teste de co-
cultivo (representada por uma variagdo em até 5,9 ciclos log na reducdo da contagem média de
salmonela). LP4 e PA2 apresentaram atividade antagonista satisfatoria no teste de co-cultivo,
por reduzirem a contagem de S. Typhimurium, S. flexneri e E. coli entre 4 e 5 ciclos log (tabela
10).
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Tabela 10. Contagens em agar MacConkey (logio UFC/ml) de S. Typhimurium, S. flexneri e E.
coli, apos cultivo (18h) em meio MRS LP4 a pH 3,85; meio MRS PA2 em pH 3,9 e meio MRS
apH6,5

Amostra Reveladora

ST EC SF
LP4 (pH 3.85) 42 42 4
PA2 (pH 3.9) 4 4 4
MRS (pH 6.5) 8,54° 7,48° 7,34°

Legenda: sobrenadante de L. plantarum em pH 3,85; PA2: sobrenadante de P. acidilactici em pH 3,9;
MRS: sobrenadante de LP4 e PA neutralizado a pH 6,5; ST: S. Typhimurium, EC: E. coli, SF: S. flexneri.
Letras distintas na coluna diferem pelo teste: Two-way anova (p<0,001) e pds-teste de Bonferroni (n=3)

Os resultados do teste de antagonismo por sobrenadante de LP4 e PA2 frente a S. Typhimurium,
S. flexneri e E. coli evidenciam o efeito antagbnico direto dos acidos organicos e/ou
bacteriocinas produzidos pelas bactérias do acido latico contra o enteropatdgeno em questdo,
uma vez que as reveladoras apresentaram bom crescimento em meio MRS préximo da
neutralidade. Hutt et al. (2006) observaram relagdo positiva entre o antagonismo a
enteropatdgenos e a producdo de &cido latico, assim como relagéo inversa entre o valor de pH
do sobrenadante com a atividade antagonista. Dessa forma, uma possivel explicacdo para o
efeito antagbnico pode ser baseada na producdo de &cidos organicos e/ou de bacteriocinas que
possuem melhor atividade inibitéria em meios acidos. Owusu-Kwuarteng et al. (2013)
identificaram efeito inibitorio do sobrenadante de P. acidilactici frente Staphylococcus aureus
ATCC 19095 produtor de toxina A, inibindo 52% do crescimento da reveladora e também de B.
cereus PA24, E. coli SKN 54 e E. faecalis 103907 CIP.

De acordo com estudos realizados por Sip et al. (2012), o efeito inibitério de BAL frente
Listeria monocytogenes se deve sumariamente a producdo de &cidos organicos (22,5% das
amostras testadas) e apenas 2,5% produziram efeitos inibitérios em virtude de outros
mecanismos. Owusu-Kwuarteng et al. (2013) verificaram que bacteriocinas produzidas por L.
reuteri e P. acidilactici manifestaram melhor potencial em ambientes acidos em detrimento de
ambientes alcanlinos. No presente estudo, ndo foram pesquisadas possiveis bacteriocinas
produzidas por ambas as amostras, embora 0 ambiente 4cido possa estar influenciando tanto
direta quanto indiretamente a agdo inibitéria de LP4 e PA2. Teixeira et al. (2014), identificaram
que apenas duas amostras de P. pentosaceus (de um total de 226 BAL) foram capazes de inibir
L. monocytogenes por meio de sobrenadante neutralizado. Albano et al. (2007) isolaram duas
bacteriocinas de P. acidilactici provenientes de linguica fermentada e observaram reducéo
completa da atividade anti-L. innocua com sobrenadante neutralizado e tratado com proteinase
K, pronase e tripsina, o que favorece um ambiente &cido, corroborando com os dados aqui
apresentados.

Producdo de peroxido de hidrogénio (H,0,) por L. plantarum (LP4) e P. acidilactici (PA2)

A producdo de H,0,, pela metodologia adotada neste trabalho, é qualitativamente categorizada
como alta producéo para col6nias marrons, media producdo para coldnias azuis, baixa producéo
para colbnias azul-claras e auséncia de producdo para as coldnias que se apresentaram
transparentes ou apenas com bordas azuis. Sendo assim, LP4 e PA2 apresentaram média
producdo devido a coloracdo azul atribuida a coldnia (anexo 1). Desta forma, avaliar a producgéo
de H,O,de LP4 e PA2 que podem vir a ser empregados como probioticos, pode-se constituir em
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uma etapa importante do processo de selecdo, uma vez que a atividade antagonista-é pode estar
sendo exercida pela producédo de peréxido de hidrogénio (Ruiz-Moyano et al., 2008; Desland et
al., 2012). A producédo de H,0O, por Lactobacillus spp. € uma caracteristica dominante entre as
espécies do género isoladas de vaginas de mulheres saudaveis (Eschenbach et al., 1989; Boris e
Barbes, 2000), sendo associados & uma microbiota saudavel que contribuem para as defesas
contra a infeccdo por patégenos, pela producdo de bacteriocinas, &cido latico e H,O, (Redondo,
Cook e Sobel, 1990; Klebanoff et al., 1991; Boris e Barbes, 2000).

No presente trabalho, ambas as amostras apresentaram média producdo para peroxido de
hidrogénio, apresentando bons niveis inibitdrios frente aos microrganismos reveladores. Silva et
al. (2013) detectaram baixo percentual (8%) de Lactobacillus spp. produtores de perdxido de
hidrogénio oriundos de fezes de filhotes de cées, embora tenham observados bons indices
inibitdrios frente a microrganimos patogénicos. Pridmore et al. (2008) constataram que das dez
cepas de Lactobacillus spp. analisadas, todas eram capazes de produzir H,O,. Resultados
semelhantes também foram encontrados em linhagens de BAL isoladas de diferentes mucosas
de aves e bovinos, constatando sintese de peréxido de hidrogénio em 75% e 80% dos casos,
respectivamente (Moreira et al., 2005; Sandes, 2014). Pridmore et al. (2008) identificaram que
amostras de L. gasseri e L. johnsonii produtoras de H,O, foram capazes de inibir S.
Typhimurium in vitro. Esse dado corrobora com os resultados obtidos no presente estudo, sendo
gue ambas as amostras foram capazes de inibir S. Typhimuirum in vitro pelo método de co-
cultivo e sobrenadante.
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5.4. Antagonismo in vivo de Lactobacillus plantarum (LP4) isolado de queijo Minas
artesanal com 21 dias de maturacdo e Pediococcus acidilactici isolado de queijo
Minas artesanal com 0 dia de maturacdo, da regido de Campo das Vertentes
contra Salmonella Typhimurium

Curva de sobrevida de animais convencionais tratados com L. plantarum (LP4), P. acidilactici
(PA2) e L. casei (LC) ou ndo e desafiados com S. Typhimurium

A curva de sobrevida dos animais convencionais tratados ou ndo com amostra controle de L.
casei, L. plantarum (LP4) e P. acidilactici (PA2) e desafiados com S. Typhimurium podem ser
observados nas figura 6, 7 e 8.
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Figura 6. Sobrevivéncia (%) de camundongos convencionais (BALB/c) tratados ou ndo com L. casei e
desafiados dez dias depois com S. Typhimurium (inéculo de 10° UFC). *(p<0,05). Teste Log-rank
(Mantel-Cox) (n=6).

A amostra L. casei foi capaz de proteger parcialmente os animais convencionais contra o
desafio de S. Typhimurium (em in6culo de 10° UFC), visto que os animais desse grupo
apresentaram um tempo médio de sobrevida (11 dias) superior ao controle negativo (9,8 dias)
(somente desafiado com o enteropatdgeno), com uma taxa de 50% de sobrevivéncia, embora
n&o tenha havido diferenca (p>0,05).
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Figura 7. Sobrevivéncia (%) de camundongos convencionais (BALB/c) tratados ou ndo com L. plantarum
(LP4) e desafiados dez dias depois com S. Typhimurium (inéculo de 10° UFC). Teste Log-rank (Mantel-
Cox) (n=6).
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Figura 8. Sobrevivéncia (%) de camundongos convencionais (BALB/c) tratados ou ndo com P.
acidilactici (PA2) e desafiados dez dias depois com S. Typhimurium (inéculo de 10° UFC). Teste Log-
rank (Mantel-Cox) (n=6).
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Conforme os resultados, ndo foram observadas diferencas (p>0,05) entre 0s grupos tratados com
LP4 e PA2 e o grupo controle. O grupo LP4 apresentou um tempo médio de sobrevida de 14
dias com uma taxa de sobrevivéncia de 33%, sendo que o grupo PA2 apresentou tempo médio
de sobrevida de oito dias com uma taxa de sobrevivéncia de 16% e o grupo controle apresentou
tempo médio de sobrevida de 10 dias com percentual semelhante ao grupo PA2, de 16%. O
resultado ndo indica um efeito protetor favordvel no que tange a prevencdo da letalidade
causada pelo patdégeno. Apesar disso, o grupo tratado com L. casei , um microrganismoisolado
de leite fermentado de apelo comercial também néo apresentou resultado favoravel, embora
apresentasse tendéncia a protegao.

Resultados alcangados por Frizzo et al. (2010) por meio de administragdo oral de cultura mista

de L. plantarum e P. pentosaceus em camundongos de linhagem Swiss desafiados com
Salmonella Dublin (10° UFC), comprovaram taxas de 68% de sobrevivéncia no grupo de
animais tratados e 50% no grupos de ndo tratados, apresentando diferenca (p<0,01). Além
disso, os autores observaram que as mortes se iniciaram nove dias apds a administracdo do
patdgeno. No presente estudo, os grupos PA2 e controle apresentaram a primeira morte proxima
ao oitavo dia pos-infeccdo. Embora S. Typhimurium e S. Dublin apresentem caracteristicas de
patogenicidade distintas, esses dados podem ser importantes no que tange a dindmica da invasao
dos patégenos, sendo retardados pelos probidticos.

Ishikawa et al. (2010) estudaram o efeito inibitério de S. Typhimurium por L. plantarum b240
por meio da administragio oral em camundongos C57BL e avaliaram que, com indculos de 10*
UFC de S. Typhimurium, os animais comegaram a morrer no sétimo dia pos-infecgdo
apresentando uma taxa de mortalidade de 58,3% em doses a 1 mg de b240 e 50% em doses de
10 mg de b240 ao vigésimo dia. Entretanto, os autores afirmam que quando foi utilizado um
indculo de 10° UFC de S. Typhimurium, a amostra de b240 ndo promoveu nenhum efeito
protetor. Esses dados permitem inferir que uma dose infectante de 10 UFC do enteropatdgeno
nos camundongos tratados com LPA4 e PA2 permitiria a observacdo de um possivel efeito
protetor por parte dos microrganimos pesquisados.

De acordo com Reid e Burton (2002) e Servin et al. (2004) resultados positivos alcangados em
analises in vitro nem sempre sdo observados nos testes in vivo em animais convencionais. 1sso
pode ser explicado em virtude de diversos fatores como a microbiota residente e produgdo de
muco, movimentos peristalticos e o fluxo continuo da mucosa intestinal que podem
consideravelmente modificar ou até mesmo abolir efeitos da microbiota acido latica exdgena
administrada. Além disso, ndo existem muitos trabalhos abordando o uso das espécies L.
plantarum e P. acidilactici elucidando seus efeitos protetores in vivo, especialmente em
modelos murinos infectados com Salmonella Typhimurium, tornando dificil caracterizar a
resposta aqui obtida por esses microrganismos.

Desenvolvimento ponderal de animais convencionais tratados ou ndo com L. plantarum (LP4),
P. acidilactici (PA2) e L. casei (LC) e desafiados com S. Typhimurium

As figuras 9 e 10 ilustram o ganho de peso dos animais dos grupos LP4, PA2, LC e controle em
virtude do ganho de peso ao longo do periodo de infecgdo pelo enteropatdgeno.
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Figura 9. Peso relativo (%) de camundongos convencionais (BALB/c) antes e depois do tratamento ou
ndo com L. plantarum LP4 e L. casei, e desafio dez dias depois com S. Typhimurium (inéculo de 10°
UFC). *(p<0,05). Teste Two-way Anova, pos-teste de Bonferroni (n=6)
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Figura 10. Peso relativo (%) de camundongos convencionais (BALB/c) antes e depois do tratamento ou
ndo com P. acidiactici PA2 e L. casei, e desafio dez dias depois com S. Typhimurium (inéculo de 10°
UFC). ***(p<0,001). Teste Two-way Anova, pds-teste de Bonferroni (n=6).

O ganho de peso que pode ser observado no grupo controle deve-se ao fato de que, antes da
infeccdo, os animais ainda apresentaram ganho de peso satisfatorio, permitindo que essa
variacdo fosse menos severa ap6s a infeccdo pelo enteropatégeno. Embora ndo tenha
apresentado diferenca (p>0,05) em relacdo ao grupo tratado L. casei, observa-se que o grupo
tratado com LP4 apresentou maior ganho de peso (p<0,05) em relacdo ao controle. O grupo
tratado com PA2 apresentou menor ganho de peso em relagdo ao controle e ao grupo LC,
indicando resultados desfavordveis tanto em relacdo ao efeito protetor quanto para ganho de
peso. Frizzo et al. (2010) observaram baixo ganho de peso de grupo tratado com mix de L.
plantarum e P. pentosaceus desafiados com S. Dublin, apresentando menores valores no quarto
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a sétimo dia pos-infeccdo. No presente estudo, o grupo tratado com LP4 sempre manteve niveis
altos de ganho peso, mesmo ap6s o desafio com o enteropatdgeno. Esse dado indica que um
possivel tratamento profilatico de LP4 seja interessante, haja vista que exibiu maior ganho de
peso durante o processo infeccioso.

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram isolar de amostras de &gua, leite, silagem,
soro fermento enddgeno e queijo Minas artesanal com peridos de maturacdo de 0, 7, 14, 21, 28 e
60 dias, oriundos de diferentes queijarias localizadas na regido de Campo das Vertentes, um
total de 94 amostras de BAL as quais foram identificadas ao nivel molecular como pertencentes
aos géneros Lactobacillus/Pediococcus. A espécie Lactobacillus plantarum foi a mais
abundante dentre as BAL (76% de todas as amostras), apresentando amostras filogeneticamente
préximas, independentemente da origem. As amostras de Lactobacillus spp. e Pedioccocus
acidilactici apresentaram resultados satisfatorios nas anélises in vitro, sendo resistentes aos
acidos e sais biliares, exercendo atividade antagbnica contra microrganismos patogénicos e
apresentaram percentuais satisfatérios de resisténcia aos antimicrobianos, de acordo com a
literatura. L. plantarum LP4 (oriundo de queijo Minas artesanal com 21 dias de maturacéo) e
Pediococcus acidilactici PA2 (oriundo de queijo Minas artesanal com 0 dia de maturagao)
apresentaram caracteristicas funcionais desejaveis, cumprindo os requisitos estabelecidos no
processo de selecdo in vitro, sendo resistentes aos sais biliares e &cidos, além de desempenhar
atividade antagonista contra microrganismos reveladores. Embora a amostra PA2 ndo tenha
apresentado resultados satisfatérios a protecdo contra Salmonella Typhimurium em
camundongos, a amostra LP4 exibiu resposta favoravel em relacdo ao ganho de peso e nao
apresentou diferenga (p<0,05) em relagdo a taxa de letalidade comparando-a com amostra de L.
casei, oriunda de um leite fermentado de apelo comercial.

Bactérias do acido latico isoladas de queijos Minas artesanais da regido de Campo das Vertentes
possuem potencial probidtico in vitro. No entanto, esses microrganismos ndo mostraram
potencial probidtico in vivo na protecdo contra infec¢do por Salmonella Typhimurium.

7. CONSIDERACOES FINAIS

O modelo de infeccdo experimental por S. Typhimurium em camundongos pode ndo ser
adequado para avaliar potencial probiético in vivo de Pediococcus spp. e isso pode ser
constatado pelos poucos relatos na literatura. O bom desempenho da amostra LP4 nos testes de
selecdo probidtica in vitro, sugere a necessidade de se investigar por quais mecanismos este
microrganismo exerce efeitos desejaveis em experimentos futuros. Sendo assim, o queijo Minas
artesanal pode ser considerado um produto promissor no que diz respeito a pesquisa e selegdo
de amostras com potencial probidtico favoravel.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Certificado de experimentacdo animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

. _ CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

artesanal na infeccdo experimental por Salmonella Typhimurium®, que tem como responsavel Marcelo Resende de Souza, esta de
acordo com os Principios Eticos da Experimentaco Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG),
tendo sido aprovado na reunido de 27/11/2014. Este certificado espira-se em 27/11/2015.

CERTIFICATE
We hereby certify that the Protocol n®. 303 / 2014, related to the Project entilted “Evaluation of lactobacilli's from Minas artisanal

is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CEUAJUFMG), and was approved in 27/11/2014. This certificates expires in 27/11/2019.

Suellen Cristina Moreira de Sales
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 27/11/2014.
Atencicsamente.

Sistema CEUA-UFMG
https:/fwww.ufmg.br/biceticalcetealceual

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-501 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592

www. ufmg.br/bicetica/cetea - cetea@prpg. ufmeg. br

Certificamos que o Pretecole n®. 303 / 2014, relative ac projeto intitulade “Avaliacie do efeito proteter de lactebaciles de queijo Minas

cheese protector effect on a experimental infection by Salmonella Typhimurium®, under the supervision of Marcelo Resende de Souza,

Anexo 2. Producéo de perdxido de hidrogénio por LP4 e PA2
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