UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE ALIMENTOS

SELECAO E TRIAGEM IN VITRO DO
POTENCIAL PROBIOTICO DE LINHAGENS

DE Lactobacillus fermentum

PARECER

Este exemplar corresponde a
redagdo final da tese defendida
por André Luiz Bispo Oliveira

aprovada pela Comissao
Julgadora em 05 de outubro de
1998.

Campinas, 05 de outubro de 1998

Prof. Dr. ERLH] P. HOS
Presidente da Banca

André Luiz Bispo Oliveira
Engenheiro Agrénomo

Vanderlei Perez Canhos
Orientador

Tese apresentada a Faculdade de Engenharia de Alimentos como parte

dos requisitos exigidos para obtengao do Titulo de Mestre em Ciéncia de

Alimentos.

zy2z0d

Campinas — SP
1998




BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Vanderlei Perez Canhos

Orientador

--------------------------------------------------------------

Membro

Dr. Gilson P. Manf¢

Membro

Prof. Dr. Hélia H. Sato
Suplente



Aos meus pais...



Agradecimentos

Ao professor Dr. Vanderlei P. Canhos, pela confianga e apoio depositados em
todos os momentos.

A Faculdade de Engenharia de Alimentos pelo curso de Mestrado.

Ao CNPq pelo aporte financeiro.

A Fundagdo Tropical André Tosello pelas portas sempre abertas. Aos seus
funcionarios, bolsistas e estagiarios e, em especial, ao Dr. Gilson Manfio,

Inacia, Marcia e Edna pelo suporte material e técnico oferecidos.

A todos do Laboratério de Sistematica e Fisiologia Microbiana presentes
durante todo o periodo de meu trabalho. A Daniela e Prof. Dr. Lucia Durrant,

em especial, pela solicitude e conhecimentos transmitidos.

Aos incansaveis amigos Amaury, Cathia, Manuela e Fernanda pelos empurrdes

nos momentos certos.

A Rose pelo resgate e apoio nos momentos mais dificeis.

A todos os demais amigos e colegas que contribuiram para a concretizagao

deste trabalho.



Contetido

1070 Ta1 C=TH o L SOOI PP PP PPPPRPPR i
Contelido das tabelas:. ..ottt i

Conteldo das fIgUIAS ... .ccoiii it cieeeeetee ettt e e s sear e e e ebae s e arasensaaens i

Lista de AbreViagieS . .covii ittt e e s e a e s iv
YU 0 o SO OUPPPPIIP v
ADSEIACT ... et a et vi

10 o] 11 (1Yo TSROSO vii

1 INTRODUGAO ...ttt sttt 1

2. REVISAO DA LITERATURA ..ottt sttt sne b snsnseaenanns 2
P2 B o (o] o110 { oo 1 OO SOOI OPPTPP PP 2
21,1, DefiNICAO ..ceeiiiiiiiiiiiie et 2
2.1.2. HiStOricO dO @MPreg0 .....ueiiiirecceeiiiiiiiiiniiiieices ittt e s e s et 3
2.1.3. Tendéncias € perspectivas ........cccceevvuiiiiiiiiiiiiiiiiier 4
2.1, Patentes . it e et 6
2.2. Uso de Lactobacillus fermentum como probidtiCo...........oeemiiiiiiiniiiiiiis 7
2.3. Métodos répidos para selegao e triagem de microrganismos probidticos.............. 10
2.4, Utilizagao de métodos rapidos para o “screening” de bactérias ..............c.ocecens 12
2.4.1. Microplacas em testes de inibig80 ........cccevviiiiiiiiiiiiiii 14
3. MATERIAIS E METODOS ......corceeeieeireintiesensessesessecsssssassssonssss s s 15
3.1. Linhagens UtiliZadas........c.ccervrcereriiiniiiiiiii i 15
3.1.1. Reativaga@o das linhagens para 0S NS@I0S.........cciieuiiiniienniieinniei, 18
3.2. Selegao para resiSteNCia...... .ottt 18
3.2.1. Definigao da concentragdo do inibidor...........ooiiiiiniiii 18
3.3. Selega0 emM MICTOPIACAS ......ciiviiiiiiitcit s 19
3.3.1. Preparo das MIiCrOPlaCaS .....cccccovvuriiiiiiniieiiiiiic e 19
3.3.2. Ensaio de resisténcia a saisde bile ... 20
3.3.3. Ensaio de resisténcia a antibiGtiCos .........cccouiiiiiiiiiiiiiiiii 20
3.3.4. Ensaio de resisténcia a pH @CHdO.......ccccoiiiiiiiiinmiiiininiiniii 21
3.3.5. Ensaio de resisténcia a presencga de OXigénio .........ccoueereniiiiinnieniiinecininan 21
3.4.ANAlise dOS reSUATOS .....coouieaeeiriee et e ereetee ettt e e e e s e s e 21

3.4.1. Analise com base no tempo de iNdUGA0 (1-At) ...ccceviiiiiiiiiiiiinn 21
3.4.2. Andlise com base na velocidade especifica de crescimento (1-1%) e 22
3.5. Ensaios em placas de Petri.....c.ooiiiiiiiiiiiii 23

4. RESULTADOS E DISCUSSAQD e ceeeeeeeeeeeeeeeeeeveeeeessesansassasanssassaasssessessesieesnens 24



4.1. Determinag&o da resisténcia a sais de bile em microplacas ............................. 24

4.1.1. Definigdo da concentragdo inibitdria de saisde bile.................................... 24
4.1.2. Ensaio cinético de resisténcia a sais de bile em microplacas ....................... 28
4.1.2.1. Determinagdode 1-At ... U TP PR PP 28
4.1.2.2. Determinagao de 1-pu% .......ooooiiiii oo 31
4.1.3. Ensaios em placas de Petri....................oii 33
4.2. Determinag&o da resisténcia a antibidticos em microplacas ................................ 35
4.2.1. Definicao das concentragdes inibitdrias de antibidticos ..................................... 35
4.2.2. Ensaios cinéticos de resisténcia a colistina, virginiamicina e bacitracina de Zn .40
4.2.21.Determinaca0 de 1-At ..o 40
4.2.2.2. Determinac@o de 1-1% ..o 43
4.3. Determinagéo da resisténcia a pH acidos em microptacas................................... 47
4.3.1. Definigdo da Concentragao de pH inibitdria ... 47
4.3.2. Ensaio cinético de resisténciaa pH &cido ... 49
4.3.2.1.Determinagd0 de 1-At ... 49
4.3.2.2. Determinag@0 de 1-1% ..o 52
4.3.3. Ensaios emplacas de Petri.................oooiiiiie e 54
4.4. Determinag&o da resisténcia ao O, em microplacas...........ocooovoeveeeooe 56
4.4.1. Determinag@0o de 1-Ab ... 56
4.4.2 DeterminaG@o de T-L% .......ooooiiiiii oo 38
4.4.3. Ensaiosemplacas de Petri...............ooooiiiiiii e 60
4.5. Analise final dos testes de resiStencia...........ooc.ooi o 62
5. CONCLUSOES ..o e 64

6. BIBLIOGRAFIA L e 66



Conteudo das tabelas

Tabela 1. Relagdo das linhagens de Lactobacillus utilizadas nos experimentos. .......... 16

Tabela 2: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 1053, 1400 e 2571" a sais de
bile, valores 1-At

Tabela 3: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus a sais de
bile, valores de 1-At e comparagéo estatistica pelo teste de Duncan (P<0.05). ........... 30

Tabela 4: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus a sais de
bile, valores de 1-u% e comparagéao estatistica pelo teste de Duncan (P<0.05). ......... 32

Tabela 5: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus a sais de

bile, valores de 1-u%, 1-At e do teste de resisténcia a trés concentracdes de bile em
PIACAS A8 Petri.... ..ottt 34

Tabela 6: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 1053, 1400 e 2571 a
bacitracina de Zn, virginiamicina e colistina, valores de 1-At. ......cc..oooevvvoiooee, 40

Tabela 7: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus a
virginiamicina, colistina e bacitracina de Zn, valores de 1-At. ........c.cocoevveivvvveeiei) 42

Tabela 8: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus a
virginiamicina, colistina e bacitracina de Zn, valores de 1-U%. .........ccooveeevecrereeerennn., 44

Tabela 9: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus 2
virginiamicina, colistina e bacitracina de Zn resultados dos testes em placas de Petri. 46

Tabela 10: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 1053, 1400 e 2571" a baixos
valores de pH, valores de 1-At. ..ot 49

Tabela 11: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus a pH 3.0,
VAIOFES dE T-Al. ..o, 51

Tabela 12: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus a pH 3.0,
VAIOTES A& 1-U%%. ...ttt 53

Tabela 13: Resisténcia de Lactobacillus fermentum € Lactobacillus acidophilus a pH 3.0,
resultados dos testes em placas de Petri. .........ooouuveeeeieieeeo oo 55

Tabela 14: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus & presenga
de O2 no meio, valores de 1-At. ..., 57

Tabela 15: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus & presenca
de Oz N0 Mei0, ValOres de 1-l%. touviiiiiiiii e 59



Tabela 16: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus ao O,
resultados dos testes em placas de Petri. ......cccovvveriiiiiiiniiiiiiiiini 61

Tabela 17: Linhagens de Lactobacillus fermentum @ Lactobacillus acidophilus resistentes a
sais de bile, virginiamicina, colistina, pH &cido e presenga de oxigénio, resultado final
dos testes em microplacas (1-At). ... 63



Conteudo das figuras

Figura 1: Configuragédo de uma microplaca utilizada nos ensaios de resisténcia. ....... 20
Figura 2: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 1053 a sais de bile.................. 25
Figura 3: Resisténcia de Lactobacitlus fermentum CCT1400 a sais de bile. .................. 25
Figura 4: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 25717 a saisde bile................. 26

Figura 5: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 1053, 1400 e 2571" a 0.31% de
SIS A DIl ..o 26

Figura 6.: Selegéo para resisténcia a sais de bile das 42 linhagens de Lactobacillus
Sermentum e Lactobacillus acidophilus, corretagédo entre os resuitados de 1-Ate 1-u%. . 33

Figura 7: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 25717 & virginiamicina. ............. 35
Figura 8: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 25717 & colistina....................... 36
Figura 9: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 25717 a bacitracina de Zn. ....... 36

Figura 10: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 1053, 1400 e 25717 a 30ppm de
CONISHING. ..o 38

Figura 11: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 1053, 1400 e 2571" a 30ppm de
BaCHTaCING A8 M. o i 38

Figura 12: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 1053, 1400 e 25717 a 0.7ppm de
VIFGINIAMUCING. ..o 39

Figura 13: Selegdo para resisténcia a virginiamicina das 42 linhagens de Lactobacitus
Jermentum e Lactobacillus acidophilus, correlag@o entre os resultados de 1-Ate 1-u%. . 45

Figura 14: Selegdo para resisténcia a colistina das ‘42 linhagens de Lactobacitlus
Sermentum e Lactobacillus acidophilus, correlagdo entre os resultados de 1-Ate 1-u%...45

Figura 15 Resisténcia de Lactobacillus fermentum linhagem CCT 1053 a pH baixos..,. 47
Figura 16: Resisténcia de Lacrobacillus fermentum linhagem CCT 1400 a pH baixos.... 48
Figura 17: Resisténcia de Lactobacillus fermentum linhagem CCT 25717 a pH baixos. . 48
Figura 18.. Selegdo para resisténcia a presenca de O, das 41 linhagens de

Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus, correlagéo entre os resultados de 1-
AL @ T, o 60



Lista de abreviacoes

m Velocidade especifica de crescimento (h™)
A Delta
ATCC American Type Culture Collection

BUSCSAV Biologicky Ustav Ceskolovenska Akademie Ved

CCM Czechoslovak Collection of Microorganisms

CCT Colegao de Culturas Tropical

CiP Collection of the Institute Pasteur

DSM Deutche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
IAM Institute of Applied Microbiology

IFO Institute for Fermentation

JCM Japan Collection of Microorganisms

NCDO National Collection of Dairy Organisms

NCFM North Carolina Food Microbiology

NCIB National Collection of Industrial Bacteria

NCTC National Collection of Type Cultures

NRIC NODAI Research Institute Culture Collection

ouT Department of Fermentation Technology, Osaka University

UFVCC Colegéo de Culturas Universidade Federal de Vigosa



Resumo

Neste estudo foram testadas 38 linhagens de Lactobacillus fermentum através de
metodologia de triagem orientada para probidticos, com ensaios de resisténcia a sais
de bile, a antibiéticos comumente utilizados em ragdes para suinos, a pH 4cido e a
presencga de oxigénio. Para a selegao dos probidticos, foram utilizadas dosagens de
inibidores menores do que aquelas definidas em literatura para ensaios de resisténcia
ndo cinéticos. As dosagens foram padronizadas utilizando-se trés linhagens de
Lactobacillus fermentum, aleatoriamente escolhidas dentre as 38 testadas, através do
método da dose minima inibitéria adaptada a microplacas. A andlise das curvas de
crescimento das 38 linhagens de Lactobacillus fermentum foi realizada por
comparagao do crescimento simultdneo das linhagens em meios com e sem o
inibidor. Trés linhagens de Lactobacillus acidophilus, utilizadas em probicticos
disponiveis no mercado, foram empregadas como controle positivo. Para cada
inibidor, foram realizados 82 ensaios cinéticos simultineos em microplacas,
perfazendo um total de 492 curvas de crescimento, analisadas com metodologia
baseada no tempo de indugdo (1-At) em comparagdo & variagdo da velocidade
especifica de crescimento (1-u%) das linhagens. Os resultados levaram & sele¢do de
quatro linhagens para estudos posteriores por apresentarem resisténcia simultanea a
pelo menos 4 dos 6 inibidores testados (sais de bile, virginiamicina, colistina,

bacitracina de Zn, pH 3.0 e presenga de oxigénio).



Abstract

In the present study, 38 Lactobacillus fermentum strains were screened applying a
methodology designed to identify potential probiotics using trials based on their
resistance to bile salts, antibiotics commonly used in porcine feed, low pH and
oxygen. Probiotics, were screened at a defined concentration of inhibitor, below
the value stated by the literature for non kinetical assays, determined by growing
three randomly selected Lactobacillus fermentum strains with a Minimum Inhibitory
Dose Method adapted to microplate. The analysis of the 38 Lactobacillus fermentum
strains was performed by comparison of their simultaneous growth in a medium with
and without the inhibitor. Three commercially available probiotic strains of
Lactobacillus acidophilus, were used as positive controls. For each inhibitor, 82 kinetic
results were simultaneously obtained from microplates. The four inhibitors tested
generated a total of 492 growth curves analysed by two methods, based on the
induction time (1-At) and growth rate (1-u%). The methodology developed allowed the
selection of four Lactobacillus fermentum strains with high probiotic potential for future
studies, wich presented simultaneous resistance to four of the 6 tested inhibitors (bile

salts, virginiamicin, colistin, zinc bacitracin, pH 3.0 and oxygen).



Objetivo

Estabelecimento de um método in vitro para a avahag:ao sumultanea da
resisténcia de um grande numero de bactérias laticas quanto.a sais de
bile, antibidticos, acidez e tensao de oxigénio, visando comparar
linhagens de Lactobacillus fermentum com linhagens utilizadas em,
probidticos disponiveis no mercado.



1. INTRODUGAO

As bactérias laticas s&o comumente citadas como as reguladoras do trato gastrointestinal
do homem e de outros animais. Uma série de agdes benéficas Ihes sdo atribuidas, como
antagonismo a microrganismos patogénicos, aumento da resposta imunoldgica do
hospedeiro, reducdo dos niveis do colesterol sérico, degradacdo de nitrosaminas e
producdo e liberacdo de p-galactosidase no Iumen  intestinal (GILLILAND,1979;
TANNOCK,1990; NAITO,1995).

Entretanto a aplicacdo desses microrganismos como probidticos é ainda controversa em
termos de resultados concretos, necessitando-se dados cientificos mais consistentes
(AXELLSSON,1993).

Varias citagdes relacionam a ineficiéncia de alguns probiéticos comerciais a orientacdes
equivocadas de selecdo e triagem com enfoques voltados para a determinacao de
caracteristicas tecnologicas em detrimento de caracteristicas ecoldgicas, como a
habilidade de sobreviver e colonizar o trato digestivo (O’'SULLIVAN et ali., 1992).

O presente trabalho visa a avaliagdo de metodologia para a selecdo e triagem de
linhagens bacterianas com potencial probidtico, estabelecendo uma rotina simplificada de
teste da resisténcia de linhagens de Lactobacillus fermentum a sais de bile, pH baixos,
antibidticos e ao crescimento na presenca de oxigénio em microplacas, valendo-se de um

método rapido e de facil anélise para os resultados de até 96 ensaios simultaneos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Probidticos

2.1.1. Definigao

O termo probidtico, utilizado em varias areas da biologia (protozoologia, imunologia e

outros), deriva do grego pro biosis, ou seja, em favor da vida (O'SULLIVAN et ali,1992).

A adogao deste termo em estudos de microecologia/microbiologia gastrointestinal foi
proposta primeiramente em 1974, por Parker, para designar todo suplemento nutricional -
organismos ou substancias - com a capacidade de afetar beneficamente o animal
hospedeiro através do balanceamento de sua microbiota intestinal, como sendo probidtico
(FULLER,1989).

Até entdo a literatura referente ao controle da microbiota intestinal do homem e dos
animais domésticos com microrganismos vinha sendo estudada sob a dtica de varios
autores, que utilizavam termos como antagonismo bacteriano (Freter, 1956), interferéncia
bacteriana (Dubos,1963), efeito barreira (Ducluzeau et ali,1970), resisténcia a colonizacao
(Van der Waaij et ali1971) e competicdo exclusiva (Lloyd et ali1977), os quais, em
esséncia, diferem do termo probidtico por ndo se importarem tanto com a identificacio das
linhagens, dando maior relevancia aos efeitos benéficos gerados pelas mesmas (apud
DAY,s.d.; FULLER, 1989).

A definicdo adotada neste trabalho € a que descreve os probidticos como sendo um
monocultivo ou uma mistura de microrganismos definidos e vivos que, aplicados tanto no
homem como em animais, afetam o hospedeiro beneficamente pelo estimulo & microbiota
endogena (HUIS IN'T VELD e HAVENAAR, 1991).
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Esta definicdo pressupbe o conhecimento do carater bioldgico das espécies de
microrganismos utilizadas e o largo espectro de uso do produto, prevendo-se a sua

aplicagdo tanto nas areas da salde humana como animal.

2.1.2. Historico do emprego

As primeiras citagbes sobre os efeitos benéficos de microrganismos vivos no trato intestinal
remontam a antiguidade. Existe ainda hoje referéncias as longinguas recomendacdes do
historiador romano Plinio em 76 a.C. para o uso de leites fermentados no tratamento de

varias formas de infecgbes intestinais (O’'SULLIVAN et ali, 1992).

No periodo transcorrido do final do século XIX aos anos 40, com o surgimenta dos
primeiros resultados positivos de crescimento de um animal gnotobidtico (isento de
microrganismos na superficie e nos orgdos intemnos), varios dos microrganismos do
sistema digestivo foram isolados e classificados, enriquecendo o debate sobre a funcéo
desses microrganismos no sistema digestivo (MITSUOKA, 1978, 1989).

O estudo sistematico dos microrganismos normalmente presentes no intestino originou-se
das pesquisas de Escherich, em 1885. Seus estudos sobre gastroenterite e desnutricio
infantil, realizadas na Universidade de Viena, o levaram a descoberta dos colibacilos,
inicialmente classificados como Bacterium coli communior e, posteriormente, reclassificados
como Fscherichia coli (MITSUOKA, 1978, 1989).

Em 1899, Tissier, entdo pesquisador do Instituto Pasteur, realizou estudos sobre a
microbiota do sistema digestivo de recém-nascidos e descobriu as bifidobactérias,
classificadas inicialmente como Bacillus bifidus e posteriormente Bifidobacterium sp.
(MITSUOKA, 1978, 1989).

Em 1900, Moro, descobriu uma nova espécie de microrganismo isolada das fezes de

recém-nascidos alimentados com leite materno, classificando-a como Bacillus acidophilus,

posteriormente reclassificada como Lactobacillus acidophilus (MITSUOKA, 1978, 1989).
3



Moro foi o primeiro pesquisador a propor a existéncia de um grupo de bactérias
residentes no intestino, exercendo uma acao preventiva contra a invasdo de

microrganismos patogénicos (MITSUOKA, 1978, 1989).

Em 1906, Tissier propds o uso de espécies de Bifidobacterium sp. no tratamento de casos
de diarréia infantil (O’SULLIVAN et ali, 1992).

Em 1907, Metchnichoff apresentou a primeira hipétese sobre a regulacéo da microbiota e
fisiologia intestinal por lactobacilos, apds a constatacdo da correlacdo da longevidade dos
povos dos Balcas com o elevado consumo de iogurtes (O’SULLIVAN et ali,1992).

2.1.3. Tendéncias e perspectivas

Nos ditimos noventa anos, varios pontos foram esclarecidos contudo, dada a elevada
complexidade do trato gastrointestinal, ainda persistem dlvidas quanto a totalidade de
microrganismos e a natureza das interagdes existentes nesse ambiente (DRASAR et ali
1969; TANNOCK, 1990; BIOGAIA BIOLOGICS AB,1995).

Em recente revis&o sobre o assunto SCHUT, 1996, levanta uma série de questdes ainda
nao esclarecidas do ponto de vista cientifico e que devem ser investigadas para uma

melhor compreens&o dos probidticos:

1. ainda ndo se sabe qual o efeito do sistema imunolégico na microbiota do trato

gastrointestinal e o local em que se d& o contato do microrganismo com o seu hospedeiro:

2. fisiolégicamente existem duvidas quanto aos componentes envolvidos nas relagdes

entre os probidticos e seus hospedeiros;

3. ndo se tém muitas informagdes sobre a atividade dos microrganismos probidticos e a

sua localizagao no hospedeiro;



C - Testes in vitro.

Aderéncia a células cultivadas do intestino (teste in vitro).

Produgao elevada de acidos organicos (relacionado com a inibigio de bactérias indesejaveis).
Habilidade de crescer bem a 37°C.

Resisténcia a sais de bile.

Resisténcia a condicdes de acidez.

Facilidade de cultivo e alta viabilidade.

Os microrganismos devem fazer parte da microbiota autéctone do intestino do hospedeiro.

D — Testes in vivo.

Estudo da sobrevivéncia e colonizacdo do intestino do hospedeiro pelo probiético.
Testes de campo demonstrativos da eficacia do probiético.

Sistemas de monitoramento das linhagens utilizadas visando a facil diferenciagéo das linhagens autéctones.

2.1.4. Patentes

A existéncia de um razoavel numero de solicitacbes de patentes nos dltimos 3 anos

ilustram a importancia tecnoldgica e econdmica do tema.

Pesquisando-se as bases de dados sobre patentes do INPI (Instituto Nacional da
Propriedade Industrial, Brasil. http://mww.inpi.gov.br/) e da IBM (International Business

Machines, EUA. http://mww.patents.ibm.com/ibm.html), descobriu-se trinta patentes

relacionadas ao tema probidticos:

As patentes US4910024, da Micro Chemical Inc, US5292657, da Pioneer Hi-Bred
International Inc., US5614209 e US5633012, da Lafor Laboratories Ltd., ilustram a face
mais proxima ao mercado. As trés empresas propdem tecnologias para se administrar
doses dos microrganismos probiéticos em sua forma viavel nas aplicacdes tanto

humana como animal por meio de pequenos aparelhos (US4910024), encapsulamento



em matriz composta de gorduras com alto ponto de fusdo (US5292657) e em matriz
hidrossoluvel (US5614209 e US5633012).

Outras patentes, originarias tanto de empresas (US5439678 e US5531988), quanto de
Centros de Pesquisa e Universidades (US5308615, US5468479 e US5478557),
abordam a composi¢cdo de microrganismos per se, que em razdo da dificuldade de

identificagdo também s&o objetos de patenteamento.

A patente US5439678 relaciona linhagens de Lactobacillus reuteri produtores de -

hidroxipropionaldeido eficazes no controle de bactérias, leveduras e protozoarios.

A patente US5531988 relaciona um preparado composto de bactérias laticas,

Bifidobacterium e imunoglobulinas isoladas de leite e soro de leite bovinos.

As patentes US5308615 e US5478557, do mesmo grupo, versam sobre um grupo de

bactérias anaerdbias para o controle de Salmonella spp.

A patente US5468479 relaciona uma linhagem de Streptococcus salivarius depositada
como FERM BP-3885 capaz de produzir dextranase, equilibrar a microbiota intestinal e

prevenir caries.

2.2. Uso de Lactobacillus fermentum cOMO probidtico

De acordo com TANNOCK (1990), os lactobacilos podem ser encontrados no trato
gastrointestinal, em areas que v&o do esdfago ao colon. Se comparados as espécies
estritamente anaerdbias desse ambiente, os lactobacilos sdo de cultivo relativamente facil
em laboratério e com maior potencial para a manipulagdo genética, sendo excelentes
ferramentas para o estudo dos mecanismos moleculares e fendmenos microecolégicos

envolvidos na colonizag&o do intestino (TANNOCK,1990).
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Lactobacillus fermentum é citado por GILLILAND (1979) e MARSHALL (1991) como sendo
uma das espécies do género Lactobacillus usualmente encontradas no trato
gastrointestinal do homem. FULLER (1978), em um dos primeiros estudos sobre adeso
de microrganismos ao epitélio gastrico de suinos, destaca a predominancia de
Lactobacillus fermentum neste ambiente’ com incidéncias de 92% nos leitdes sob

amamentacao e 38% em leitdes recém desmamados.

FREDERICK (1994) e SANTOS (1991) citam uma série de artigos que vislumbram a
propriedade de ades&o de lactobacillus fermentum ao epitélio gastrico e a possivel
relaggo com a sua caracteristica de floculagdo de leveduras em dornas de

fermentacgao alcodlica.

NAITO (1995) identificou Lactobacillus fermentum como a espécie predominante de
Lactobacillus na regido intestinal de suinos, nos primeiros 40 dias de vida e sob condicdes

de desmame aos 7 e 35 dias de vida.

Logo apds o nascimento, o trato gastrointestinal dos leitdes é estéril, existindo 6timas
condicbes para o desenvolvimento de uma microbiota benéfica ou patogénica,
dependendo do manejo empregado. As praticas correntes de manejo em granjas de
criagcao intensiva (elevada assepsia, desmame precoce e confinamento), geram
condigbes de estresse variadas e acabam por deixar os leitdes mais suscetiveis as

infecgdes .

Observagdes de FULLER et ali (1978) demonstram que populacdes de Escherichia coli
isoladas do trato gastrointestinal tém um incremento consideravel apds o desmame
dos leitdes, indicando o rompimento de algum mecanismo de controle da microbiota

benéfica. Segundo o proprio autor, em 1989, geralmente os leitdes obtém uma
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microbiota estavel oriunda da mae durante o aleitamento, auxiliando-os a resistirem as

infecgdes .

METCALFE et ali (1991) e BLOMBERG (1993), tecem 6timos comentarios sobre a
capacidade de Lscherichia coli enterotoxigénicas contendo fimbrias K88 -em suas

superficies, ligarem-se a receptores especificos e causarem intoxicacées em leitées

recém desmamados.

Ao avaliar a inibigdo desta adesdo por linhagens de Lactobacillus fermentum e
Lactobacillus crispatus, isoladas de suinos adultos, BLOMBERG et ali (1993) evidenciam
a eficiencia dos lactobacilos e sugerem um mecanismo de inibicdo relacionado a
liberacdo de um composto protéico com a capacidade de alterar o muco intestinal,

dificultando a adesao da Escherichia coli.

Mais recentemente, OUWEHAND e CONWAY (1996) sugeriram que o mecanismo de
inibicdo da adesao de Escherichia coli a0 muco intestinal pode estar relacionado a
morte das células de Lactobacillus presentes na regido, face a observacdo de que néo

havia inibicdo quando as células permaneciam viaveis.

Ao contrario do anteriormente proposto por BLOMBERG (1993), OUWEHAND e
CONWAY(1996) constataram que a capacidade de Lactobacillus fermentum inibir a
adesdo de FEscherichia coli € melhor representada por um modelo que sugere a
presenca de um carboidrato originario da lise da parede celular de Lactobacillus

Sfermentum inibindo a adesao de Escherichia coli a0 muco intestinal.



2.3. Métodos rapidos para selegdo e triagem de microrganismos

probidticos

Definindo "screening" como sendo a selegio e triagem de organismos direcionada para
caracteristicas desejadas, o “screening” de microrganismos probidticos para suinos visa
identificar as linhagens com maior potencial de sobrevivéncia e colonizacéo no trato

gastrointestinal desses animais.

Segundo DUNCAN (1995), o trato gastrointestinal € um ambiente extremamente resistente
a presenca de microrganismos exdgenos. No interior do mesmo, antigenos externos,
microrganismos benéficos ou patogénicos, virus, protozoarios, toxinas e outros, sao
sistematicamente excluidos por uma série de mecanismos especificos e ndo especificos

de seu complexo sistema imunoldgico, garantindo a satide do animal.

Os mecanismos n3o especificos em ambiente gastrico, como acidez e liberacdo de
pepsinas, e no intestino, como as secre¢des de bile e suco pancreatico, e a producédo de
lisozima, muco, movimentos peristalticos e microbiota enddgena benéfica atuam como
barreiras a eventuais infecgbes por organismos exégenos (DUNCAN, 1995; WALTER e
BLOCH, 1983).

Qualquer ser vivo, para se estabelecer nesse ambiente, tera que ser suficientemente

virulento, no caso dos microrganismos patogénicos (DUNCAN1995), ou resistente, no caso
dos probidticos (MARSHALL,1985).

De acordo com HOSE e SOZZI (1991), o estabelecimento de testes basicos para a
selecdo e triagem de culturas probidticas é fator de extrema importancia para a avaliacao

das linhagens e elucidagdo do impacto dos probiéticos no trato gastrointestinal.

Na selec&o e triagem de quatro espécies utilizadas em um probidtico para suinos, Toptic

P®, comercializado na Gra Bretanha, foram adotados procedimentos simplificados in vitro
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para avaliar as linhagens em termos de velocidades de crescimento, quantidade de acido
latico produzida, resisténcia a baixos valores de pH, a sais de bile, aos promotores de
crescimento e aos antimicrobianos normalmente contidos nas ragdes para suinos. Apds 0s
testes in vitro, os microrganismos foram testados em organismos vivos para se comprovar
o efeito probidtico do produto (MINNEY, 1991).

SANDERS (1993) comenta uma série de caracteristicas desejaveis nas linhagens usadas
em preparados probidticos, tais como aderéncia a células cuitivadas do intestino (teste in
vitro); produgéo elevada de acidos orgénicos (relacionado. com a inibicdo de bactérias
indesejaveis); habilidade de crescer bem a 37°C; resisténcia a sais de bile; caracteristicas
fermentativas interessantes (se a forma de apresentagao for como alimento); capacidade
de sobreviver a passagem pelo estdmago; eficacia clinica comprovada; elevada produgio
de lactase; e conservacdo de todas as caracteristicas desejadas durante o processo, o

armazenamento e a comercializagcdo do produto.

Por estar relacionada a posterior sobrevivéncia do microrganismo no intestino, a
resisténcia a sais de bile € um teste importante na selecéo e triagem de probidticos. De
acordo com OVERDAHL e ZOTTOLA (1991), a bile é liberada no jejuno, durante a
digest&o, chegando ao ileo. Os microrganismos devem ser bile-tolerantes para sobreviver
nessas duas regides do trato digestivo. Em estudos com bezerros, GILLILAND et ali (1984)
identificaram uma maior presenca de lactobacilos bile-resistentes no jejuno, regido esta em
que TANNOCK et ali (1994) consideraram a mais importante para uma eventual
inoculagdo do bolo alimentar e disseminac&o dos probidticos ao longo de todo o trato

digestivo.

Linhagens de L. fermentum foram testadas quanto a resisténcia aos sais de bile por
GILLILAND e SPECK (1977), em um estudo em meio sdélido, onde pode-se visualizar um
otimo resulftado para as linhagens puras e recém cultivadas e um resultado de bom a
razoavel para as linhagens comerciais. O menor desempenho das linhagens comerciais

pode estar relacionado a perda de viabilidade devido ao processo de armazenamento.
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CHATEAU et ali (1994), em estudo cinético em meio de cultura MRS liquido contendo sais
de bile (oxgall) a 0,3% confirmaram a resisténcia de linhagens de L. fermentum a bile, mas
na conclusao ressaltaram que esta resisténcia esteve mais relacionada com a linhagem

utilizada do que com a espécie.

Reforcando os comentarios de OVERDAHL e ZOTTOLA (1991), sobre a importancia da
existencia de microrganismos benéficos na regido do ileo, HILLMAN et ali (1994) e
COSTERTON (1985), consideraram esta regido como o principal ponto de infeccado de
linhagens de Fscherichia coli enterotoxigénicas no homem e em outros animais, sendo
portanto a regido alvo dos probidticos. O ileo € um tubo estreito, com células em constante
renovacao e relativamente aerdbio, possivelmente devido a alta capilaridade dos vasos

sanguineos no contorno de toda essa regido (SAVAGE,1985; HILLMAN et ali,1993).

De acordo com HILLMAN et ali (1994), a escolha dos probidticos tem sido muito
direcionada aos lactobacilos anaerdbios, mais adaptados & regido do ceco e célon. Este
autor sugeriu que o estudo das populagbes inerentes ao ileo seja feito sob condicdes

aerodbias.

Devido ao largo emprego de antimicrobianos na criagéo de animais, DUTTA e DEVRIESE
(1981), ressaltaram a importancia de se estudar a resisténcia dos microrganismos
probidticos aos antimicrobianos largamente utilizados como promotores de crescimento e
na terapia convencional. Em seus estudos, os referidos autores determinaram doses

minimas de varios antimicrobianos sobre lactobacilos.

2.4. Utilizacao de métodos rapidos para o “screening” de bactérias

A grande demanda de trabalho, tempo e material existente nos procedimentos
convencionais para a selecio e triagem de microrganismos, dificulta a manipulagcdo de
grandes lotes de isolados. Sob esta 6tica, ao longo das uUltimas décadas, um novo enfoque

vem continua e crescentemente orientando os procedimentos de rotina em laboratérios de
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microbiologia no intuito de simplificad-los com técnicas mais rapidas, praticas e

automatizadas.

As primeiras tentativas de desenvolvimento de métodos rapidos em microbiologia referem-
se a produgéo de “kits” para a identificagcdo de microrganismos e para a determinagdo de
resisténcia a antibidticos em laboratérios clinicos durante a década de 1960, havendo um
aumento exponencial no numero de técnicas e equipamentos para este fim desde as
publicagbes de Hartman (1968) e Skerman (1969), tidas como marco histérico da pesquisa
na area, (citados por VASAVADA,1993).

Dentre os varios equipamentos e procedimentos que podem ser utilizados na
caracterizacdo e “screening” de microrganismos, a utilizacdo de leitores automaticos de
microplacas (microtiter readers) acoplados ou ndo a microcomputadores para a coleta e
analise dos dados, se destaca pela praticidade e velocidade com que produz um enorme
volume de resultados. O equipamento, originalmente definido para testes imunolégicos e
enzimaticos, faz uso dos conceitos basicos de espectroscopia aliado a capacidade de

realizar 96 leituras automaticamente em um tempo médio de 3 minutos por piaca.

A aplicabilidade do equipamento e das microplacas para o crescimento microbiano vem
sendo estudada ha relativamente pouco tempo mas ja tem gerado resultados praticos na
industria, com aplicagdes no “screening” de microrganismos para a produgio de enzimas
ou compostos de interesse e na identificacdo semi-automatizada de microrganismos com
base em seu metabolismo oxidativo, (CARNAHAN et ali 1989; BOCHNER, 1989:
GORDEN et ali, 1993; STRONG-GUNDERSON e PALUMBO, 1994).

A grande vantagem do método em microplaca € a possibilidade de se realizar 96 testes ou
experimentos simultaneamente em uma mesma placa, sob condi¢cdes padronizadas e

utilizando pequenos volumes de reagentes e meios de cultivo.
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2.4.1. Microplacas em testes de inibigdo

Na atualidade, a classificagdo de um microrganismo como resistente ou suscetivel a
fatores externos esta largamente fundamentada em decisGes empiricas. Alguns testes
como a redugdo do numero de células de Escherichia coli em plasma de coelho ou a
simples diferenciagido visual entre as suas curvas de crescimento em meios de cultivo
contendo ou n&o o inibidor exemplificam tal situacdo e geram estudos pouco reprodutiveis,
(LEE et ali, 1991).

Ensaios que tentam estabelecer o grau de resisténcia de um microrganismo face aos
inibidores baseiam-se fundamentaimente em determinacdes da dose minima inibitéria
(BRADY e KATZ, 1992), do percentual de inibicdo apds um dado periodo de tempo,
(GRILL et ali, 1995), do tempo necessério para o microrganismo atingir uma determinada
densidade otica, (CHATEAU et ali, 1994), da redugdo da velocidade especifica de
crescimento, (GRILL et ali, 1995) e outros, destacados como quantitativos mas

fundamentados em alguns dos métodos anteriores, (LEE et ali, 1991; KATLA, 1996).

Dentre esses, trés sdo testes de inibicdo desenvolvidos exclusivamente em microplacas
com vantagens marcantes em versatilidade. LEE et ali (1991) desenvolveram teste em
microplacas para identificar agentes das defesas imunologicas de aves sobre Escherichia
coli. O meétodo, testado em contraste a selecdo em tubos, mostrou-se eficiente e
estatisticamente idéntico ao teste em tubos;, BRADY e KATZ (1992) elaboraram uma
alternativa aos ensaios em placas e tubos de ensaio, até hoje utilizados na determinacéo
da dose minima inibitoria de antimicrobianos. O teste em microplacas foi desenvolvido para
se verificar a acdo dos antimicrobianos utilizados em granjas de animais, sendo de simples
realizagao, e também uma alternativa pratica e agil aos testes atualmente em uso; KATLA
et ali (1996) estudaram o potencial inibitério e selecionaram bacteriocinas de Lactobacillus
sp. crescendo linhagens de Listeria sp. na presenca dessas proteinas com acao

antimicrobiana em microplacas, obtendo resultados discriminatorios.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagens utilizadas

As 41 linhagens das espécies de Lactobacillus utilizadas neste trabalho foram obtidas junto
a Colegao de Culturas Tropical (Fundagio Tropical de Pesquisa e Tecnologia "André
Tosello”, Campinas SP) e estdo descritas na Tabela 1. Além das 38 linhagens de
Lactobacillus fermentum, foram utilizadas para efeito de controle positivo 3 linhagens de
Lactobacillus acidophilus utilizadas como probidticos. Das linhagens de Lactobacillus
acidophilus, uma & originaria de um produto comercial e as demais da Colecdo de Culturas

Laticas do Departamento de Tecnologia de Alimentos — UFV (Tabela 1).

Todas as linhagens testadas foram cultivadas em caldo MRS (Oxoid) na temperatura de
37°C, por 24-48h, sob aerobiose e auséncia de agitacdo (KANDLER e WEISS, 1986). A
pureza das linhagens foi verificada por semeadura em profundidade em placas com os
meios em questdo acrescidos de 1,2% de agar, coloracdo de Gram e teste de catalase. A
manutengdo das linhagens foi realizada através de congelamento a 80°C em Caldo
Nutriente com 10% de Glicerol.
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Tabela 1: Relagdo das linhagens de Lactobacillus spp. utilizadas nos experimentos.

Lactobacillus fermentum Beijerinck

0559
H.P. Sarett: strain 36 «- W. Peterson;
=ATCC 9338 =NCTC 6991 =NCIB 8028
=NCDO 215 =|FO 3071 =OUT 8128
=BUSCSAYV 233 =CCM 91 =DSM 20391
=CIP 64.53 =JCM 1560.

0845 « Muro, M.A.. Acid treatment
tank of yeast slurry. Usina Rafard, Rafard
SP, Brazil. Non-flocculent strain.

1006 « Silva, N.. Sugar cane juice
cooling tower.

1016 « Silva, N.. Sugar cane juice
cooling tower.

1017 « Silva, N.. Sugar cane juice
cooling tower. Flocculent strain.

1019 « Silva, N.. Sugar cane juice
cooling tower.

1021 « Silva,N.. Sugar cane juice
cooling tower.

1022 « Silva, N.. Sugar cane juice
cooling tower.

1024 « Silva, N.. Sugar cane juice
cooling tower.

1025 « Silva, N.. Sugar cane juice
cooling tower.

1029 « Silva, N.. Sugar cane juice
cooling tower.

1048 « Silva, N.. Sugar cane juice
cooling tower.

1053 « Silva, N.. Sugar cane juice
cooling tower.

«CIP 53.163 <. ATCC (1953) .
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1055 « Silva, N.. Sugar cane juice
cooling tower. Flocculent strain.

1384 « Oliva Neto, P.. Sugar cane
juice. Flocculent strain.

1385 « Oliva Neto, P.. Sugar cane
juice. Flocculent strain (moderate).

1387 « Oliva Neto, P.. Sugar cane
juice. Nisin sensible and flocculent strain.

1397 « Oliva Neto, P.. Sugar cane juice.
Flocculent strain (moderate).

1398 « Oliva Neto, P.. Sugar cane
juice. Flocculent strain (moderate).

1399 « Oliva Neto, P.. Sugar cane
juice. Nisin sensible and flocculent strain.

1400 « Oliva Neto, P.. Sugar cane
juice. Nisin sensible and non-flocculent
strain.

1405 « Oliva Neto, P.. Sugar cane
juice. Nisin resistant and flocculent strain.

1406 « Oliva Neto, P.. Sugar cane
juice. Flocculent strain (moderate).

1407 « Oliva Neto, P.. Sugar cane
juice. Non-flocculent strain (flocculent
strain depending on cultivation
conditions).

1409 « Oliva Neto, P.. Sugar cane juice.
Flocculent strain (moderate).

1410 « Oliva Neto, P.. Sugar cane
juice. Flocculent strain.

1412 « Oliva Neto, P.. Sugar cane juice.
Flocculent strain (moderate).



1414 « Oliva Neto, P.. Sugar cane
juice. Flocculent strain (moderate).

1415 « Oliva Neto, P.. Sugar cane
juice. Flocculent strain (moderate).

1417 « Oliva Neto, P.. Sugar cane
- juice. Flocculent strain.

25717 « JCM 1173 - ATCC 14931 «
P.A. Hansen Bl 28 «— Roy. Techn. Coli.,
Copenhagen . S. Orla-Jensen 28
(Betabacterium longum); =ATCC 14931
=DSM 20052 =NCDO 1750 =NRIC 1752
=CCT 3434. Fermented beets.

3434" « JCM 1173 « ATCC 14931 «
P.A. Hansen Bl 28 «- Roy. Tech. Coll,
Copenhagen . S.Orla-Jensen 28
(Betabacterium longum), =DSM 20052
=NCDO 1750 =NRIC 1752 =CCT 2571.
Fermented beets.

Lactobacillus casei subsp. casel

4398 « JCM 1137 «ATCC 11739 «
Rogosa, M. 19 LC 3; =DSM 20055
=CCRC 12194 =CECT 562 =CIP 102981
=LLMG 9846 =NCFB 928. Saliva.

4402 « JCM 2761 « Seki, M. M4 «
Tanasupawat,S.. Fermented molasses.

4403 « JCM 2766 « Seki, M. M5 «
Tanasupawat, S.. Fermented molasses.

4404 « JCM 2768 « Seki, M. M6 «
Tanasupawat, S.. Fermented molasses.

4420 « JCM 2767 « Seki, M. M21 «
Tanasupawat, S.. Fermented molasses.

1465 « ATCC 393 « G.J.Hucker 03
« S.Orla-Jensen 7 (Streptobacterium
casel); = 1AM 12473. Cheese

Lactobacillus acidophilus

4775 « Variane, Susy « BIOTECNAL,
PROLAC « Porcine gut

4802 « UFVCC 1001 «NCFM «
Gillitand, S.E. « Rectum of Pig.

4803 « UFVCC 1002 «-ATCC 43121«
NCFM-L « Gilliland, S.E. <~ Rectum of
Pig.



3.1.1. Reativagdo das linhagens para os ensaios

[
As culturas, estocadas previamente a -80 C, foram descongeladas em banho de gelo e,
apos trés subcultivos em caldo MRS, sob anaerobiose, foram inoculadas nas formulagdes

em estudo. A pureza foi verificada conforme descrito em 3.1.

3.2. Selegao para resisténcia

A selegdo e triagem das 41 linhagens foi testada com base em quatro testes de
inibicdo (sais de bile, pH acido, antibidticos e presengca de oxigénio) descritos em
literatura como essenciais sob o aspecto da ecologia de sobrevivéncia dos

microrganismos probidticos no intestino (MINNEY, 1991; SANDERS. 1993).

Para facilitar a selecéo estabeleceu-se aqui metodologia para o uso de um equipamento

de leitura automatica de microplacas (SLT 340ATTC, Austria), realizando-se testes em

placas de Petri para comparacio.

3.2.1. Definigdo da concentragao do inibidor

Os inibidores foram testados inoculando-se microplacas conforme a metodologia descrita
por BRADY e KATZ (1992), para a obtenc&o da melhor relacao entre o grau de Inibicdo e a

concentracdo inibitoria (dose minima inibitdria).

Com excegéo do oxigénio, cuja inibicio foi testada somente em termos de presenca no
meio, doses decrescentes de Sais de Bile, pH e dos antimicrobianos: colistina,
virginiamicina e bacitracina de Zn foram testadas em caldo MRS sobre as linhagens de
Lactobacillus fermentum em microplacas de poliestireno de 96 fossos, realizando-se leituras

de A,,nm ao longo do cultivo com o auxilio de um leitor automatico de microplacas.
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Esta metodologia foi conduzida com trés linhagens de colegio, sendo uma linhagem Tipo
(CCT 25717) e duas escolhidas aleatoriamente (CCT 1053 e CCT 1400). Os resultados
foram analisados tendo-se como para@metros os valores de 1-At obtidos com o auxilio do
leitor de microplacas para atingir os valores de D.Q. 0,3 (tempo de inducao), relacionando-
se 0s valores iguais ou maiores que 1 a uma maior resisténcia e os valores préximos de 0
(zero) a uma maior inibicdo. A concentragdo de inibidor escolhida foi aquela em que pelo

menos duas das linhagens testadas foram resistentes, para uso futuro como controles.

3.3. Sele¢ao em microplacas

Definidas as dosagens dos inibidores adicionadas ao caldo MRS (item 3.2.1.), realizou-se
o teste de resisténcia das 41 linhagens de actobacillus em teste, reativadas conforme item
3.1.1.

Com o leitor automatico de microplacas, uma série de curvas de crescimento foram
obtidas, verificando-se o grau de inibigdo segundo dois métodos distintos de analise dos
resultados.

O crescimento se procedeu com a incubagio das linhagens realizada no interior do leitor
de microplacas, monitorado-se o crescimento das linhagens turbidimetricamente. pela

determinagdo da absorbancia (As2onm) a cada 2h, durante 32h de cultivo.

3.3.1. Preparo das microplacas

A microplaca foi dividida em dois campos, com quatro linhas para o inibidor e quatro linhas

para o controle (caldo MRS simples), depositando-se em cada orificio um volume de 200ul

de meio e 5 ul de indculo (Figura 1).

Apds a inoculagdo, as microplacas foram incubadas com a tampa fechada (para evitar
evaporacao) sob aerobiose no leitor a 37°C por 32h realizando-se as leituras das

microplacas a cada 2h. As leituras foram realizadas por turbidimetria (As;onm) usando-se o
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leitor automatico de microplacas (SLT 340ATTC, Austria) acoplado a um microcomputador
XT. '

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0559 0845 |1006 |1016 |1019 |1021 |1022 [1024 |[1025 [1029 |1048 ]1053

1055 11384 1385 |1387 [1397 |1398 [1399 |1400 |1405 [1406 [1407 [1409

1410 | 1412 1414 | 1415 | 1417 |[1465 [1467 [2571 [3434 [4398 [4402 [4403

4404 | 4420 (4775 |4802 |4803

0559 |[0845 |1006 1016 |[1018 |1021 (1022 {1024 [1025 |[1029 |1048 |1053

1055 {1384 (1385 {1387 {1397 {1398 {1399 |1400 {1405 {1406 |1407 |1409

1410 {1412 {1414 {1415 [1417 [1465 "1467 12571 {3434 {4398 {4402 (4403

T @ " m o O m >

4404 14420 {4775 {4802 {4803

Figura 1: Configuragdo de uma microplaca utilizada nos ensaios de resisténcia.

3.3.2. Epsaio de resisténcia a sais de hile

O crescimiento das linhagens foi observado no meio MRS liquido (Oxoid) com a adigdo de
0,3% de sais de bile (Bacto-Oxgall, Difco) conforme o item 3.3.1..

3.3.3. Ensaio de resisténcia a antibidticos

Os antibidticos promotores de crescimento aqui testados foram Virginiamicina, Colistina e
Bacitracina de Zn e representam os mais utilizados pela industria de ragdes' na
formulagdo de ragbes pré-iniciais e iniciais de leitdes, de acordo com a legislagdo em vigor
no pais (BRASIL, 1992):

' 'Sr. MANUEL BECGKES (SINDIRACAQ, SP), comunicagédo pessoal.
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Para a configuragio do ensaio as dosagens de 0,7 ppm para virginiamicina e 50 ppm para
bacitracina de Zinco e colistina foram acrescidas ao caldo MRS (Oxoid), distribuindo-se as

formulagdes nas microplacas conforme o item 3.3.1.

3.3.4. Ensaio de resisténcia a pH acido

Foi observado o crescimento das linhagens em caldo MRS (Oxoid) a pH 3 conforme o item
3.3.1.

3.3.5. Ensaio de resisténcia a presenga de oxigénio

A inibicao do crescimento pela presenca de ar atmosférico foi observada em caldo MRS
(Oxoid) conforme o item 3.3.1., cultivando-se as linhagens aerobicamente e em jarras de

anaerobiose enriquecidas com CO, (Anaerocult®, Merck).

3.4.Analise dos resultados

3.4.1. Analise com base no tempo de indugio (1-At)

O calculo de 1-At fundamenta-se na determinacgéo do tempo decorrido entre a inoculagao e
o inicio da fase exponencial de crescimento (Tempo de Induco), definido aqui como o
tempo t para que cada uma das linhagens alcance um determinado valor de densidade

otica (D.0O.)

No equipamento de leitura de microplacas, selecionou-se o valor de D.O. desejado (0.3nm)
e, com o auxilio de um comando simples, determinou-se o tempo decorrido para as

linhagens atingirem 0.3nm nos meios simples e com o agente inibidor.

A partir dos parametros de absorbancia obtidos ao longo do tempo de ensaio, calcula-se o

logaritmo do tempo de crescimento de cada uma das linhagens no meio simples (logt;) e
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no meio com inibidor (logt), preparando os dados para o calculo final de 1 -At

1

aritmeticamente, com o auxilio de um programa de planilha eletronica (Excell, Microsoft).

O calculo do valor 1-At foi realizado segundo a seguinte férmula:

1- At =1 - (log t em meio simples - log t na presenga do inibidor)

Analisando-se o calculo, observa-se que a subtragéo de log t. por log t é igual a divisdo de
log t, por t. Desse modo, o dado At nada mais ¢ do que uma medida de proporcionalidade

entre os dois tempos de inducéo.

Os maiores valores de 1- At relacionam-se a uma maior resisténcia das linhagens.

3.4.2. Analise com base na velocidade especifica de crescimento
(1-u%)

Com a gerag&o de resultados cinéticos (estudo de variaveis em funcdo do tempo) pelo uso
das microplacas, também selecionou-se as linhagens calculando-se as suas velocidades

especificas de crescimento (umax) NOS meios simples e com inibidor.

O calculo da velocidade especifica de crescimento é um procedimento padrao em ensaios
cinéticos (BORZANI,1986) tendo sido empregado neste trabalho para o controle do valor
do tempo de induc&o (item 3.4.1.).

A analise foi realizada ao final de todos os ensaios praticos, com a manipulagio dos dados
gerados pelo leitor de microplacas sob a forma de arquivos de troca de dados (terminacao
ASC). Os resultados relativos a crescimentos de todas as linhagens em teste foram
repassados a um programa de planilha eletrénica (Excell, Microsoft) a fim de se organizar
e separar os crescimentos das linhagens, gerando-se uma curva de crescimento por

microrganismo.
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Um programa especifico para ajuste polinomial de curvas de crescimento pelo método
SPLINE (FERRAZ, 1995) e também para o calculo das velocidades especificas de

crescimento u(h) foi utilizado.

O valor de 1-u max % foi calculado segundo a formula:

1 -k mix % = 1 = (1 max NA presenca do inibidor / Hmax €M Meio simples)

relacionando-se a maior acdo inibidora aos menores valores de T-1 max.

3.5. Ensaios em placas de Petri

Para efeito de comparaco, os testes de resisténcia aos sais de bile, a antibidticos, a pH
acidos e a presenca do O, descritos em 3.3.2, 333 334 e 3.3.5 foram realizados

também em formulacdes do meio MRS solidificado utilizando-se para tal, um

multinoculador de placas com a capacidade de inocular 25 linhagens por placa.

A reativagao das linhagens foi feita da forma explicitadaem 3.1.1 e a incubacao das placas
foi feita sob condi¢cdes de aerobiose a 37°C e leitura apos 24h de cultivo. A leitura dos
resultados foi visual, expressando-se 0s mesmos em termos de presenca ou auséncia de

inibicao.

2
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinagao da resisténcia a sais de bile em microplacas

4.1.1. Defini¢do da concentragao inibitéria de sais de bile

A capacidade de crescimento em meios contendo sais de bile é uma das caracteristicas de
grande importancia, visto que o habitat dos lactobacilos inicia-se no jejuno, onde a

concentracao de sais de bile é maior.

As figuras 2, 3 e 4 demonstram as caracteristicas de crescimento das cepas CCT 1053,
1400 e 25717 (médias de dois ensaios) mantidas a 37°C em caldo MRS sem e com a

adicao de 0.04, 0.08, 0.16, 0.31, 0.63,1.25, 2.5 e 5.0% de sais de bile.

Observa-se visualmente que para as linhagens CCT 1053 e 2571", durante a fase
estacionaria do crescimento, as curvas estdo em um patamar superior nas menores
dosagens do inibidor (0.04 e 0.08%), sugerindo um maior crescimento decorrente de um
possivel efeito benéfico de residuos de sais ou outros compostos originarios dos sais de
bile Oxgall, um produto derivado da secagem de solugdo ndo purificada de bile de origem

bovina e suina (DIFCO, 1978).

A linhagem CCT 1400, ao contrario mantém o perfil de inibicdo esperado neste tipo de
teste, com a inibicdo do crescimento proporcional ao aumento da concentracdo dos

sais de bile.
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Figura 2: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 1053 a sais de bile.
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Figura 3: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT1400 a sais de bile.
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Figura 4: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 25717 a sais de bile.

Comparativamente, o comportamento das 3 linhagens a 0.3% de sais de bile,
concentracdo definida para os ensaios de resisténcia das 41 linhagens, é mostrado na
Figura 5 e Tabela 2, verificando-se uma maior resisténcia da linhagem CCT 25717 e
um comportamento de maior inibigdo e estatisticamente idéntico das linhagens CCT

1053 e CCT 1400.

D.0.(Absg,nm)
>

/\__/ ' e

0.8 - —
0.6 - - 1053

0.2 Mﬂ

Qo 5 10 15 20 25 30
tempo (h)

Figura 5: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 1053, 1400 e 2571" a 0.31% de

sais de bile.
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Tal como observado na Figura 4, os valores de 1-At da linhagem CCT 2571" (Tabela 2),
demonstram que esta foi a mais resistente das trés linhagens testadas, nas concentracdes
de sais de bile acima de 0.31%, obtendo-se crescimentos até para concentragbes de 2.5%

de sais de bile no meio.

Para diferenciar tanto as 3 linhagens quanto os tratamentos com diferentes concentragées
de sais de bile (Tabela.2), foi realizada andlise estatistica dos dados sob o delineamento
fatorial (GOMES, 1987). Estatisticamente nao foi observada diferenga significativa entre as

linhagens nos tratamentos de 0.04 a 0.08 e 0.16% de sais de bile.

Tabela 2: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 1053, 1400 e 25717 a sais de

bile, valores 1-At.

Concentragao (%)

Linhagem 5.00 2.50 1.25 0.63 0.31 0.16 0.08 0.04

1053 N N N N 065 077 094 091
B AB A A
c c c c B ab a a

1400 N N N N 062 084 097 0.85
B8 AB A A
c c c c b ab a a

25717 N 0.185 0435 0.61 0.79 096 0.955 0.965

A A A A
d d c bc ab a a a

A Resultado teste de Tukey (P<0,05) entre as linhagens.

a Resultado teste de Tukey (P<0,05) entre as concentragdes de Bile testadas
valor. Crescimento positivo.

N. Auséncia de crescimento.

A concentragcdo de sais de bile a 0.31%, por estar estatisticamente distinta das demais
concentracdes testadas e por permitir a diferenciagao do crescimento das linhagens teste,
foi definida para o ensaio de resisténcia a sais de bile das outras 38 linhagens, ficando os

valores de 1-At das linhagens teste como controles positivos.
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4.1.2. Ensaio cinético de resisténcia a sais de bile em microplacas

4.1.2.1. Determinacao de 1-At

Os resultados de resisténcia a sais de bile, valores de 1-At, apresentados nas tabelas 5 e 6
representam os valores médios (P<0,05) de quatro ensaios distintos das linhagens

testadas, seguindo-se as metodologias descritas em 3.3.2 e 3.4.1.

Para uma melhor visualizacdo das semelhangas entre as linhagens, os dados foram

ordenados na tabela 5 segundo a resisténcia estatisticamente definida (GOMES, 1987).

Verifica-se uma pequena disperséo dos valores, estando 33 linhagens estatisticamente
idénticas ao maior valor (CCT 4775) e 35 linhagens com média idéntica & linhagem
menos resistente (CCT 1417).

Das 32 linhagens mais resistentes, 6 linhagens (CCT 4775, 4803, 4403, 1024, 1025 e
4398) foram consideradas as mais resistentes por estarem significativamente distantes

das 35 linhagens menos resistentes.

Com excegdo da linhagem CCT 4802, todas as linhagens utilizadas comercialmente
como probidticos (CCT 4775 e 4803) encontram-se entre as 6 mais resistentes a sais
de bile, constatando-se que provavelmente esta tenha sido uma caracteristica

relevante para a selecdo das mesmas.

As linhagens CCT 1024 e 1025 originaram-se de caldo-de-cana coletado antes da
passagem em torre de resfriamento, a linhagem CCT 4403 de melaco fermentado e a

linhagem CCT 4398 foi primeiramente isolada em saliva humana (FTPT, 1996).



Com relagdo aos controles propostos na definicao da dosagem de sais de bile (CCT 1053,
1400 e 2571"), somente a linhagem CCT 1400 apresentou variagdo, mostrando-se bem

menos resistente do que o esperado, face aos testes preliminares.



Tabela 3: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus a sais de

bile, valores de 1-At e comparacao estatistica pelo teste de Duncan (P<0.05).

Linhagem| 1-At
4775 108 =2
4803 102 =a b
4403 0.91 a.b ¢
1024 090 =a b ¢ d
1025 087 @a b ¢ d e
4398 085 a b ¢ d e
25717 | 083 @ b c d e f
4402 0.81 a b c d e f
559 080 @ b ¢ d e f
3434 080 a b ¢ d e f
1021 077 2 b ¢ d e f
1006 075 2 b ¢ d e f
4802 075 a b ¢ d e f
1414 074 =2 b ¢ d e f
1410 073 @ b ¢ d e f
1019 073 a b ¢ d e f
4404 070 2 b ¢ d e f
1412 070 a b ¢ d e f
1397 070 2@ b ¢ d e f
1384 069 a b ¢ d e f
1467 066 a b c d e f
1405 062 a b ¢ d e f
1409 060 2 b ¢ d e f
1407 069 =a b ¢ d e f
1048 059 2 b ¢ d e f
1387 058 a b ¢ d e f
4420 057 a b ¢ d e f
1398 055 a b ¢ d e f
1029 054 =@ b ¢ d e f
1465 053 a b ¢ d e f
845 0.53 a b ¢ d e f
1053 051 a b c d e f
1022 0.48 b.ec d e f
1415 0.37 c d e f
1400 0.37 c d e f
1385 0.36 c d e f
1055 0.33 c d e f
1016 0.30 d e f
1406 0.30 d...e f
1399 0.28 e f
1417 0.22 f

a Resuttado teste de Duncan (P<0,05) na concentragio de Bile testada
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4.1.2.2. Determinagao de 1-u%

O calculo dos valores de 1-u% foi realizado conforme descrito em 3.4.2 partindo-se- dos

mesmos ensaios utilizados para a obtengéo dos valores de 1-At.

As respostas obtidas com o calculo de 1-u% das linhagens, ao contrario dos valores
calculados de 1-At, mostram uma dispersdo um pouco maior, existindo um menor ndmero

de linhagens com resultados semelhantes (tabela 4).

Das linhagens testadas, 20 apresentaram comportamento estatisticamente idéntico a

linhagem mais resistente (CCT 4802) e 29 a linhagem menos resistente (CCT 1467).

Por esse método, 12 linhagens (CCT 1006, 1024, 1385, 1399, 1406, 25717, 4402, 4403,
4404, 4775, 4802 e 4803) foram consideradas as mais resistentes, estando contidas neste

grupo, 4 das 6 linhagens consideradas resistentes pelo método de 1-At -

Trés linhagens muito pouco resistentes no método 1-aAt (CCT 1406, 1399 e 1385) foram
consideradas resistentes pelo método de 1-u%. As trés linhagens foram isoladas de catdo-
de-cana fermentado sendo fraca (CCT 1406 e 1385) e altamente (CCT1399) floculentas

(FTPT, 1996; SANTOS, 1991).

As trés novas linhagens aqui selecionadas como resistentes aos sais de bitle (CCT 1006,
25717 e 4402) foram isoladas de caldo-de-cana de torre de resfriamento, beterraba e

melago fermentados, respectivamente (FTPT,1996).
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Tabela 4: Resisténcia de Lactobacillus fermentum € Lactobacillus acidophilus a sais de

bile, valores de 1-u% e comparacéo estatistica pelo teste de Duncan (P<0.05).

1-u%
4802 1 113 a
4775 | 101 a b ¢
1024 | 099 a b ¢
4404 | 097 a b c
1406 | 096 a b c d
48031 096 a b c d
1398 | 093 a b c¢c d
4403 | 089 a b c d e
257171 088 a b c d e f
4402 | 085 a b ¢ d e f
1006 | 083 a b c d e f
1385 | 081 a b ¢ d e f
1025 | 080 a b c d e f g
1398 | 078 a b c d e f g
1408} 074 a b c d e f g
1384 | 071 a b ¢ d e f g
1400 | 071 a b c d e f g
1387 | 071 a b ¢ d e f g
4420} 071 a b c d e f g
1029 | 0.69 b ¢c d e f g
1021 | 0.69 b c d e f g
1397 | 0.67 b c d e f g
3434 | 067 b c¢c d e f g
1019 | 0.66 b ¢c d e f g
1415 } 063 b ¢c d e f g
1016 | 0.63 b ¢c d e f g
559 | 0.63 b ¢c d e f g
1407 | 062 c d e f g
1414 | 062 c d e f g
1053 | 0.61 c d e f g
1048 | 0.61 c.d e f g
1022 | 0.61 c d e f g
1405 | 061 c d e f g
845 0.59 c d e f ¢
1055 | 0.54 d e f'g
4398 | 0.50 e f g
1417 .} 0.50 e f g
1412 | 0.50 e f g
1410 | 046 f g
1465 | 0.38 g
1467 | 0.38 g

a Resultado teste de Duncan (P<0,05) na concentragio de Bile testada
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Correlacionando-se os valores de 1-At e 1-u% obtidos (Figura 6), observa-se um r de

0.593, mostrando que os testes tem relag&o apenas parcial.

1-u%
*

/ y = 0.7220x + 0.0847
- .. . R = 0.593

0.1 g 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 07 0.8 0.9

Figura 6.. Selecdo para resisténcia a sais de bile das 42 linhagens de Lactobacillus
SJermentum e Lactobacillus acidophilus, correlagdo entre os resultados de 1-At e 1-n%.

4.1.3. Ensaios em placas de Petri

O ensaio em placas apresentou uma pequena discriminagdo das linhagens quanto a
resisténcia, ja que das 41 linhagens, somente 10 ndo cresceram nas trés concentragdes
de bile testadas (0.3, 0.6 e 1.5%). Das 7 linhagens consideradas resistentes pelo método
proposto 1-At, nenhuma demonstrou inibigdo no ensaio em placas, mas quanto ao método
baseado na velocidade especifica de crescimento, uma linhagem (CCT 1406) apontada

entre as 13 mais resistentes ndo cresceu no ensaio em placas.
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Tabela 5: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus aos sais de
bile, resultados do teste de resisténcia a trés concentragdes de bile em placas de Petri.

Bile
Linhagens] 03 0B 15

559 S S N
845 [N N N
1006 { S N N
1016 | S S S
119 N N N
10211 S S S
10221 8§ S S
1024 | S S S
10251S S N
10291 S S S
10481 S S S
1063 | S S S
10551 S S S
1384 | N N N
1385} S § S
1387 | N N N
1397 | S S S
1388 ] S N N
1388} S N N
1400 N N N
14051 N N N
1406 | N N N
1407 | N N N
1409 | N N N
14101 S N N
14121 S S S
1414 | N N N
14151 S S S
14171 S 8 N
14651 S N N
1467 1S N N
25717 S S S
3434} S S S
4398 | S N N
44021 S S S
4403 | S N N
4404 1S S S
44201 S N N
47751 S S N
48021 S S N
48031 S S N

S. Crescimento positivo.
N. Auséncia de crescimento.
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4.2. Determinacao da resisténcia a antibiéticos em microplacas

4.2.1. Definicdo das concentragdes inibitérias de antibiéticos

As figuras 7, 8 e 9 ilustram o ensaio de dose minima inibitéria do crescimento pelos

antibidticos virginiamicina, colistina e bacitracina de Zn para uma das linhagens em estudo

(CCT 2571"), podendo-se distinguir duas regibes de inibicdo nas concentragdes de

virginiamicina de 6ppm, de colistina de 60ppm e de bacitracina de Zn de 30ppm

Nas dosagens abaixo de 6ppm para virginiamicina, 60ppm para colistina e 30ppm para

bacitracina de Zn observa-se um crescimento normal.

Acima dessas concentragdes verifica-se uma grande inibicdo do crescimento d
caracterizada tanto por um crescimento diminuto ou ausente, quanto por uma

ordem de até 15h (figuras 7, 8 e 9), superior aquela observada sem inibicao.

a linhagem,

fase lag da
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tempo (h)

rginiam icina

ippm }

S
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e . 78125
—=—SIMPLES

Figura 7: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 25717 & virginiamicina.
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Figura 9: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 2571 a bacitracina de Zn.
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As figuras 10, 11 e 12 ilustram o comportamento das trés linhagens teste nas
concentragdes de antibidticos definidas para a avaliagdo da resisténcia das demais
linhagens. No caso da virginiamicina definiu-se a concentragdo de 0.7ppm para o teste
com as demais 38 linhagens de lactobacilos em teste. Para a colistina e bacitracina de Zn,

escolheu-se a concentragao de 50ppm.

Face a proximidade dos valores de Dose Minima Inibitdria expostos na Tabela 3 com os
dados de DUTTA e DEVRIESE (1981) optou-se por escolher as dosagens de antibidticos

citadas na literatura, estabelecendo-se assim um padrao extemo de comparacao.

Assinala-se que, no entanto, trabalhou-se em uma faixa mais estreita de resisténcia, na

qual pelo menos duas das linhagens teste cresceran.

Neste caso observa-se que a linhagem teste CCT 1053 n&o apresentou crescimento
perceptivel na dosagem de colistina e bacitracina de Zn testadas (figuras 10 e 11) e a
linhagem CCT 1400 n&o apresentou crescimento perceptivel na dosagem de virginiamicina

€ um crescimento mirmimo na de bacitracina de Zn testadas (figuras 11 e 12).

Somente a linhagem CCT 2571", apresentou-se resistente as ‘dosagens sugeridas pela
literatura, apesar de ter demonstrado na presenga de bacitracina de Zn um tempo de

indug&o maior (15h) do que o comum.
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Figura 10: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 1053, 1400 e 2571 a 30ppm de

colistina.
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Figura 11: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 1053, 1400 e 2571" a 30ppm de

bacitracina de Zn.
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Figura 12: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 1053, 1400 e 2571 a 0.7ppm de
virginiamicina.

Na Tabela 6 estéo sistematizados os resultados obtidos para as trés linhagens teste

quanto a resisténcia aos antibidticos.

Observa-se que ha uma maior tolerancia das linhagens teste a bacitracina de Zn e

colistina face a necessidade de maiores dosagens dos antibiéticos para a inibicdo das

linhagens.

Tal qual observado na Figura 7, também se verifica na Tabela 6 que ha uma maior
inibicdo da linhagem CCT 25717 numa concentracdo de virginiamicina menor
(12.5ppm) do que a concentracdo mais alta utilizada (50ppm), indicando uma grande

variacao das respostas nas concentragdes de maior inibicéo.
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Tabela 6: Resisténcia de Lactpbacillus fermentum CCT 1053, 1400 e 2571 a

bacitracina de Zn, virginiamicina e colistina, valores de 1-At.

Inibidor " linhagem Concentragéo (ppm)
Bacitracina de Zn 500 250 125 625 3125 7.81 3.9
1053 N N N N N 088. 095
1400 N- . N- N- N -0.01 0.55 0.95:
- 25717 N N N N 0.21 094 103

Concentragéo (ppm)
Virginiamicina | 50 25 125 6.25 3.12 0.78 0.39
1053 N N- N N N 07 084
" 1400 N N N N 0.61 ND 0.94
25717 0.38 N 0.12 045 0.76 0.91 0.97

Concentracéo (ppm)
Colistina 250 125 625 3125 1563 3.91 1.95
1053 N N N N 0.52 0.88 0.99
1400 N 028 073 0.94 0.96 " 1.04 1.03
25717 N N N 0.82 0.83 0.91 0.99

valor. Crescimento positivo.
N. Auséncia de crescimento.

4.2.2. Ensaios cinéticos de resisténcia a colistina, virginiamicina e

bacitracina de Zn

4.2.2.1.Determinagao de 1-At

Analisou-se os resultados dos crescimentos ‘das 41 linhagens em caldo MRS contendo

0.7ppm de virginiamicina, e 50ppm de colistina e bacitracina de Zn, segundo os itens 3.3.3

e 3.4.1.

Os resultados de 1-At apresentados (Tabela 7) representam o valor de um Unico ensaio

das linhagens.



para colistina acima de 0.5 (CCT1024, 1025, 1053, 1398, 2571, 3434, 4398, 4403, 4404,
4775, 4803); e somente uma linhagem resistente a bacitracina de Zn (CCT4402).

~As linhagens de probidticos comerciais, usadas como padriao (CCT 4775, 4802 e 4803)
nao apresentaram-se resistentes a virginiamicina e bacitracina de Zn, mas as linhagens
CCT 4775 e 4803 apresentaram resisténcia a colistina.

Avaliando-se as linhagens teste (CCT 1053, 1400 e 2571"), verifica-se que houve uma nao
conformidade entre os resultados obtidos neste ensaio e o que era esperado no caso da
virginiamicina devido aos testes preliminares. Com as linhagens apresentando valores de
1-At abaixo da expectativa para CCT 1053 e 2571" e acima do esperado para a linhagem
CCT 1400.

Como na reativagdo para o teste de resisténcia as mesmas cresceram junto as outras 38
linhagens, possivelmente as linhagens teste tiveram condi¢des de reativagdo mais

adversas, maximizando o efeito dos inibidores.

No teste de inibigdo com colistina os resultados com as linhagens teste foram os
esperados, no entanto,” a linhagem CCT 1053, que n&o havia crescido -anteriormente,

mostrou-se mais resistente.

A dosagem minima- de- bacitracina de Zn utilizada foi superestimada e nenhuma
considerag@o pode ser feita sobre a resisténcia das linhagens. Os resultados apontam
claramente que as dosagens entre 50 e 100ppm, listadas em literatura (DUTTA e

DEVRIESE, 1981) ndo sdo adequadas para ensaios cinéticos de resisténcia.
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Tabela 7. Resisténcia de Lactobaciltus fermentum e Lactobacillus acidophilus  a
virginiamicina, colistina e bacitracina de Zn, valores de 1-At.

Linhagem | Virginiamicina _ Colistina  Bacitracina
1-At 1-At 1-At
559 0.41 0.37 N
845. : 0.37 022 N
1006 0.52 0.43 N
1016 N 0.46 N
1019 0.06 0.46 N
1021 083 0:43 N
1022 062 0.34 N
1024 - N 0.74 N
1025 ‘N 0.71 N
1029 "N 0.48 N
1048 N 027 N
1053 | "N 0.51 N
1055 0.20 0.42 N
1384 - 045 N N
1385 0.48 N N
1387 N N N
1397 ' 0.71 N N
1398 0.87 0.71 N
1399 N 0.35 N
1400 | 049 039 N
1405 0.32 0.33 N
1406 | 0.70 0.66 N
1407 N 0.37 N
1409 . N N N
1410 ’ N N N
1412 0.49. 0.51 N
1414 0.49 N N
1415 - N N N
1417 N N N
1465 | 0.39 029 - N
1467 045 0.40 N
25717 | 0.48 0.62 N
3434 0.63 0.70 N
4398 0.58 0.74 N
4402 : 0.01 N 0.24
4403 N 0.56 "N
4404 0.25 0.72 N
4420 N N N
4775 - | 0.10 0.7 N
4802 - N - 050 N
4803 N 0.77 N

valor. Crescimento positivo.
N. Auséncia de crescimento.
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4.2.2.2. Determinagao de 1-u%

Os valores de 1-u% das linhagens encontram-se listados na Tabela 8 e a correlagdo enire
Os resuitados de 1-u% com 1-At pode ser visualizada nas Figuras 13 e 14 (r=0.8 para

virginiamicina e 0.4 para colistina).

Os resultados obtidos para 1-u% confirmam a resisténcia atribuida as linhagens ‘pelo

método 1-At (item 3.4.1.) e a resisténcia de somente uma linhagem a bacitracina de Zn.

Os resultados de virginiamicina e colistina apresentados demonstram claramente que a
escolha das dosagens utilizadas foi correta. Verificou-se que com as dosagens utilizadas

houve uma 6tima distribuicao de linhagens suscetiveis e resistentes aos antibiéticos.

Os resultados de inibigdo das linhagens com bacitracina de Zn, por outro lado, sé permitiu
verificar a linhagem mais resistente, fato que -ocorre normalmente: nos ensaios de

resisténcia onde dosagens discriminatérias de inibidores s3o utilizadas.

O uso de doses sub letais em microptacas ilustra o conjunto das linhagens de forma
mais realista e completa, contribuindo para a eliminagéo de ddvidas quanto ao nao
crescimento de certas linhagens, ja& que como pode ‘ser visto nas Tabelas 7 e 8,
praticamente todas as linhagens apresentam algum tipo de crescimento que é

diretamente proporcional & resisténcia da linhagem ao inibidor.

O que se verifica no teste em placas (Tabela 9) é uma contribuicdo a essa afirmativa ja
que somente uma linhagem cresceu nas placas contendo virginiamicina e bacitracina
de Zn e algumas linhagens consideradas resistentes no ensaio cinético nao

demonstraram crescimento nas placas.



Tabela 8: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus a
virginiamicina, colistina e bacitracina de Zn, valores de 1-u%.

Li@igem Virginiamicina Colistina Bacitracina
| 1-1% o Aap% 0%
559 05 0.56. N
845 | 0.19 - D.67 N
1006 - |- 0.59- 0.51 N
1016} 0.87 1.02 N
1019 N 0.57 N
1021 - 0.78 0.64 N
1022 0.77 1.22 N
1024 : 0.85 1.08 N
1025 0.77 0.33 N
1029 0.7 0.43 N
1048 0.87 0.24 N
1053 ' Q.78 047 N.
1055 0.23 0.66 N
1384 047 Q.67 N
1385 0.54 0.82 N
1387 0.79 1.37 N
1397 0.71 0.83 N
1398~ | 071 081 N
1399 078 N N
1400 | 0.59 1.04 N
"~ 1405 0.55 1.16 N
1406 - 0.7 N N
1407 0.67 0.79. N
1409 . 0.8 0 N
1410 - " 0.53 0. N.
1412 - 0.63 1.11 N
1414 0.71 0 N
1415 | ... 098 054 N
1417 | 0.96 0 N
1465 0.53 1.31 N
1467 0.73 0.94 N
25717 0.74 - 0.92 N
3434 0.83 0.6 N
4398 0.62 0.43 N
4402 0.09 0 0.68
4403 |- 0.76 0.64 N
4404 0.21 0.57 N
4420 . 0.97 0 N
4775 0.22 0.82 N
4802 0.08 1.82 N
4803 04 1.75 N

valolr. Créscimento positivo.
N. Auséncia de crescimento.
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0.60
1-At

Figura 13: Selegdo para resisténcia & virginiamicina das 42 tinhagens de Lactobacillus
Jermentum e Lactobacillus acidophilus, correlagcdo entre os resultados de 1-At e 1-u%.
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Figura 14: Selegao para resisténcia

Y

a colistina das 42 linhagens de Lactobacilkus

fermentum e Lactobacillus acidophilus, correlagéo entre os resultados de 1-At e 1-p%.
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Tabela 9: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus a
virginiamicina, colistina e bacitracina de Zn resultados dos testes em placas de Petri.

Linhagem Virginiamicina ___ Colistina Bacitracina
559 NI NI NI ‘
845 | NI Ni . NI
1006 ' NI NI NI
1016 NI. NI NI
1019 NI NI NI
1021 N - S N
1022 N S N
1024 N~ S N
1025 N S N
1029 N S N
1048 N 'S N
1053 N =S N
1055 N S N
1384 N 'S N
1385 ‘N S N
1387 N N N
1397 NI- Ni NI

- 1398 NI - NE- NI
1399 - N’ S N
1400 - N 3 N
1405 N S N
1406 ‘N S N
1407 NI NI NI
1409 N N N
1410 N N N
1412 N ) N
1414 N S N
1415 N S N
1417 N S N
1465 S -8 N
1467 N S N
25717 N. - N
3434 "N S N
4398 - N S N
4402 N N N
- 4403 N S N
4404 ! N N N

4420 N N N
4775 N N N
4802 N- N N
4803 N N N

8. Crescimento positivo.
N. Auséncia de crescimento.
NI. Linhagem n&o inoculada.
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4.3. Determinacao da resisténcia a pH acidos em microplacas

4.3.1. Definicdo da Concentragao de pH inibitéria

A capacidade das linhagens em teste resistirem a baixos valores de pH pode ser

visualizada nas Figuras 15; 16 e 17 e na Tabela 4.

Observa-se a baixa resisténcia das linhagens teste as concentragdes de ions H do meio,
caracterizado pelo crescimento das linhagens CCT 1053, 1400 e 25717 somente nos
meios de pH 5.0 e 6.4 (meio simples).

Assinala-se que mesmo sem a defini¢io das linhagens teste como controte positivo, optou-
se por definir o pH 3.0 como padréo para as demais linhagens por estar mais proximo ao
valor do pH do estémago (pH 2.0 — 3.0), (EWING e COLE, 1994, MITSUOKA, 1978,
1989).

)
o
o
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D.O. (Absmnm)

1.200 H

T —
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[ 5 10 15 20 25 30 35
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Figura 15: Resisténcia de Lactobacillus fermentum linhagem CCT 1053 a pH baixos.

47



1.600 -

1.400

D.O. (Abs,,;nm)

1.200

1.000 —~&-~Simples
pH1.0
~- pH 2,0
—a—-pH3.0
—&-—pH 4.0
~——pHS5 0 __J

0.800

0.600"

0.400

0.200

0.000

35
tempo (h)

Figura 16: Resisténcia de Lactobacillus fermentum linhagem CCT 1400 a pH baixos.
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Figura 17: Resisténcia de Lactobacillus fermentum linhagem CCT 25717 a pH baixos.
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Tabela 10: Resisténcia de Lactobacillus fermentum CCT 1053, 1400 e 25717 a bajxos
valores de pH, valores de 1-At.

pH
Linhagem | 100 200 300 400 500
1053 N N N N 0.948
1400 N N N N 1.01
25717 | N N N N 0.79

vator. Crescimento positivo.
N. Auséncia de crescimento.

4.3.2. Ensaio cinético de resisténcia a pH acido

4.3.2.1.Determinagao de 1-At

O célculo de 1-At foi realizado analisando-se os resuttados dos crescimentos das a1
linhagens em caldo MRS a pH3.0, segundo os itens 3.3.4 e 3.4.1.

Os resultados de 1-At apresentados (Tabela 11) representam o valor de um Gnico ensaio
das linhagens.

Somente 5 linhagens apresentaram resultados positivos de crescimento, das quais trés
permaneceram com valores de 1-At acima de 0.5 (CCT 1024, 1415, 1417). Dentre as trés
linhagens, duas (CCT 1415 e 1417) originam-se de ambiente de baixa acidez (caldo-de-

cana fermentado pH 4.0). A linhagem CCT 1024 origina-se de ambiente com pH préximo a
neutralidade (caldo-de-cana antes da entrada em torre de resfriamentp). |

Os valores de 1-At das outras duas linhagens (CCT 1025, 4398) entretanto, encontravam-
se muito proximos aos das demais, considerando-se também essas linhagens res'rstent?s

ao tratamento.

Associado ao crescimento na presenca de-sais de bile e de oxigénio, este foi um

parametro eliminatério, que orientou a seleg&o final das linhagens.



Por estar abaixo do limite de pH descrito na literatura para o crescimento dos lactobacilos
(AXELLSSON, 1993) os resultados apresentados na Tabela 11 correspondem a

expectativa de poucas linhagens apresentarem-se resistentes.

Conforme observado -anteriormente na Tabela 10, as linhagens CCT1053, 1400 e 25717

nao apresentaram crescimento a baixos valores de pH.

As linhagens de probidticos comerciais ndo demonstraram resisténcia ao pH 3.0
assinalando que durante a selego o teste de resisténcia para baixos valores de pH pode
ter sido considerado dispensavet ou até mesmo que houve uma possivet fatha de

orienta¢do no isolamento e selecdo das mesmas.

Como-as linhagens -comerciais tém o isolamento orientado-a aspectos praticos de ades&o,

com testes in vivo, € mais correto supor que a primeira afirmativa seja a verdadeira.
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Tabela 11: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus a pH 3.0,
valores de 1-At.

Linhagem pH3.0
1-At

559
845
1006
1016
1019
1021
1022
1024
1025
1029
1048
1053
1055
1384
1385
1387
1397
1398
1399
1400
1405
1406
1407
1409
1410
1412
1414
1415
1417
1465
1467
25717
3434
4398
4402
4403
4404
4420
4775
4802
4803

valor. Crescimento positivo.
N. Auséncia de crescimento.
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4.3.2.2. Determinagao de 1-u%

Por este método verificou-se crescimento de 21 linhagens a pH 3.0, classificando 18 como
resistentes a pH acido. Todas as 16 linhagens (CCT 1384, 1385, 1387, 1397, 1398, 1399,
1400, 1405, 1406, 1407, 1409, 1410, 1412, 1414, 1415, 1417) originarias de doras de
fermentagdo de usinas de alcool (pH 3.3-4.1) utilizadas neste trabalho, cresceram a pH
3.0, sendo 14 (CCT 1384, 1385, 1387, 1397, 1398, 1399, 1406, 1407, 1409, 1410, 1412,
1414, 1415, 1417) resistentes (OLIVA NETO, 1990, FTPT, 1996).

Comparativamente, dentre as 10 linhagens (CCT 1006, 1016, 1019, 1021, 1022, 1024,
1025, 1029, 1048, 1053, 1055) isoladas originalmente de torres de refrigeragao (pH 6.0)
utilizadas neste trabalho, somente 4 (CCT 102'4, 1025, 1048, 1053) cresceram a pH 3.0,
sendo 2 (CCT 1024, 1025) resistentes a pH acido (SILVA, 1988, FTPT, 1996).

Somente uma linhagem (CCT 4398) isolada de um organismo vivo manifestou resisténcia

e nenhuma linhagem probidtico cresceu a pH 3.0.

Das 18 linhagens resistentes a pH acido (CCT 1024, 1025, 1384, 1385, 1387, 1397, 1398,
1399, 1406, 1407, 1409, 1410, 1412, 1414, 1415, 1417, 4398), estdo contidas as 5

linhagens classificadas pelo método 1-At.

Neste teste novamente se observa uma menor discriminacdo das linhagens frente ao
inibidor em comparag&o ao método de 1-At. Esta distingdo entre os dois métodos decorre
da avaliagdo, no céalculo de p msx da velocidade no ponto de maxima inclinagdo da curva de
crescimento do microrganismo, n3o considerando o valor de massa celular que o

microrganismo produz.

Mesmo nos casos em que o cultivo das linhagens n&o atingia valores de absorbancia de
0.3nm, havia crescimento e uma velocidade a ser determinada e comparada nos meios

com e sem o inibidor.



Tabela 12: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus a pH 3.0,
valores de 1-u%.

Linhagem pH3.0
1-u%
559 N
845 N
1006 N
1016 N
1019 N
1021 N
1022 N
1024 1.78
1025 0.76
1029 N
1048 0.33
1053 0.45
1055 N
1384 0.65
1385 0.92
1387 1.25
1397 0.67
1398 1.50
1399 1.23
1400 0.34
1405 0.31
1406 0.90
1407 1.02
1409 1.38
1410 0.88
1412 0.60
1414 0.56
1415 0.97
1417 0.86
1465 N
1467 N
25717 N
3434 N
4398 0.99
4402 N
4403 N
4404 N
4420 N
4775 N
4802 N
4803 N

valor. Crescimento positivo.
N. Auséncia de crescimento.
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4.3.3. Ensaios em placas de Petri

Corroborando com o que vem sendo apresentado nos ensaios em placas, os resultados
da Tabela 13 também apresentaram-se com correspondéncia apenas parcial aos valores
de 1-At da Tabela 11.

Uma maior exposi¢do dos microrganismos ao oxigénio, ocorrida nas placas, associada a
uma quantidade inicial de indculo baixa aplicada sobre um meio adverso (com agentes

inibidores) pode explicar em parte tal ocorréncia.

Contribui para esta afirmagéo o trabalho de SILVA (1988) em que se observou um
crescimento lento de 82 linhagens de Lactobacillus spp. em superficie de MRS &gar com

coldnias ndo atingindo mais do que 1mm de diametro.

Dentre essas linhagens, 16 foram aqui testadas, observando-se o0 mesmo comportamento

frente a exposigdo ao O,, 0 que era esperado tratando-se de um microaerdfilo.
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Tabela 13: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus a pH 3.0,

resultados dos testes em placas de Petri.
Linhagem pH3.0
559
845 |
1006
1016
1019
1021
1022
1024
1025
1029
1048
1053
1055
1384
1385
1387
1397
1398 -
1399
1400
1405
1406
1407
1409
1410
1412
1414
1415
1417
1465
1467
25717
3434
4398
4402
4403
4404
4420
4775
4802
4803

S. Crescimento positivo.
N. Auséncia de crescimento.
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4.4. Determinacao da resisténcia ao O; em microplacas

4.4.1. Determinacgao de 1-At

O célculo de 1-at foi realizado analisando-se’ os resultados dos’ crescimentos das 41
linhagens em caldo MRS, cultivado aerdbica e anaerobicamente, segundo os itens 3.3.5 e
J41.

Os resuttados de 1-At apresentados (Tabeta 14) representam o valor de um-tnico ensaio

das linhagens.

Das linhagens testadas, as 27 (CCT 559, 1006, 1019, 1021, 1022, 1024, 1025, 1629,
1048, 1053, 1055, 1397, 1400, 1405, 1410, 1412, 1414, 1415, 1417, 1465, 1467, 2571,
3434, 4402, 4403, 4404, 4420) que apresentaram valores de 1-At acima de-0.5 e outras 2
linhagens (CCT 1384 e 1407) com valores proximos a 0.5 foram consideradas resistentes
aq O,.

As 3 linhagens - probidtico- comerciais (CCT 4775; 4802 e 4803) néo 'apresentafqm

crescimento mas este fato foi decorrente da fraca reativagio e posterior morte das

ﬁnhagensantesdcrte?te.
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Tabela 14: Resisténcia de Lactobacittus fermentum e Lactobacillus acidophilus & presenca
de O, no meio, valores de 1-At.

Linhagem 0, '
: 1-At
559 1.03
845 033 .
1006 0.68
1016 0.45
1019 1.15
1021} 0.68
1022 | 0.97
1024 0.54
1025 0.68
1029 - 067
1048 1.03
1083 | 0.59
1055 0.89
1384 0.49
1385 N
1387 N
1397 0.88
1398 | N
1399 : 0.36
1400 0.70
1405 0.87
1406 0.42
1407 0.47
1409 N
1410 0.71
1412 0.91
1414 0.73
1415 0.71
1417 0.77
1465 - -0.87
1467 0.87
2571" 0.79
3434 - 070
4398 | 034
4402 0.82
4403 : 0.81
4404 1.10
4420 0.62
4775 NI
4802 NI
4803 NI

valor. Crescimento positivo.
N. Auséncia de crescimento.

Nt. Linhagemﬂévmocu,ada.
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4.4.2. Determinacao de 1-u%

A determinacdo de 1-u% -para testar-se o efeito da presenca do O, do- ambiente- no
crescimento dos lactobacilos foi o Unico teste em que se comparou o crescimento das
linhagens sob ag¢ao do inibidor-O,, com-o crescimento sob condicoes de anaerobiose- (item
3.3.5).

A Tabeta 15 Htustra que ndo houve linhagem com valores de- t-u% maiores do que-0.5face
ao rico crescimento sob condi¢gdes de anaerobiose. As linhagens cresceram em menor
tempo; ndo sendo possivet o registro- da variagdo-da densidade ética de forma-de-forma

completa entre as fases lag e exponencial.
Observa-se- no entanto que o padrio- de- resisténcia- permanecet- 0 mesmo; com- as
linhagens de maior resisténcia no método 1-At apresentando, em termos relativos, os

maiores valores de 1-u% (Figura-18).

Tal observagéo contribui positivamente com o que-vem-sendo observado-nos-ensaios em

placas de Petri, cujos resultados variaveis vém sendo atribuidos ao maior contato das

knhagens con"rooxigépio.

N&o se definit-nenhuma linhagem resistente-& presenca do-oxigénio comresse méﬁodo.
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Tabela 15: Resisténcia de Lacrobaciltus fermentum e Lactobacillus acidophilus a presenca
de O; no meio, valores de 1-u%.

Linhagem o,
1 ].:}100
559 0.34
845. 0.13
1006 0.24
1016~ | ‘010
1019 0.24
1021 0:16
1022 0.14
1024 | ‘009
1025 0.16
1029 | 023
1048 | 0.26
1083 0.08
1055 0.26
1384. | 009
1385 0.06
1387 009
1397 0.31
1398 0.07
1399 0-10
1400 - -0.09
1405 | 0.16
1406 0.04
1407 0.12
1409 | -0:05
1410 { 010
1412 [ 023
1414 0.20
1415 0.18
1417 0.20
1465 | 030
1467 0.25
25747 026
3434 0.35
4398 0.08
4402 0.31
4403} 021
4404 : 0_;‘}4
4420 0.22
4775 NI
4802 N NI
4803 NI

valor. Cresc'rmentoposﬁtivo_
NI. Linhagem nao inoculada.
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Figura 18.: Selegdo para resisténcia & presenca de O, das 41 linhagens  de
Lactobacillus fermentum € Lactobacillus acidophilus, correlacéo entre os resultados de 1-
Ate 17“%.

4.4.3. Ensaios em placas de Petri

Também neste caso houve variagdo nas respostas, com as linhagens apresentado nos
ensaios em placas, resultados com correspondéncia apenas parcial aos valores de 1-At e
1-u% das Tabelas 14 e-15.

A maioria das linhagens cresceu de forma diversa, mas pdde-se testar as linhagens

probidtico que, excetuando a linhagem CCT 4802, cresceram na presenca de O,.

Conforme exposto em SHVA (1988), uma maior exposicdo dos - microrganismos a0
oxigénio, ocorrida nas placas, em contraponto a baixa dissolugdo do oxigénio nas

microplacas pode explicar em parte tat ocorréngia.

Os resultados podem ser observados na tabela 16.



Tabela 16: Resisténcia de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus ao O,

resultados dos testes em placas de Petri.
Linhagem
559
845..
1006
1016
1019
1022
- .1024
1025
1029
1048
10563 -
1055
1384. |} -
1385 ]
1387
1397
1398
1399
1400
1405
1406
1407
1409 |
1410 ’
1412 .
1414
1415
1417
- 1465
1467
. 25717
3434
4398
4402
4403
4404
4420
4775
4802
4803

S. Crescimento positivo.
N. Auséncia de crescimento.

N
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4.5. Analise final dos testes de resisténcia

Observa-se na tabela 17 a relagdo de todas as linhagens com padrges de resisténcja
considerados satisfatérios, apresentando valores de 1-At acima de 0.5. Dentre as
linhagens listadas, 4 se destacam (CCT 1024,1025, 4398 e 4403) por apresentar
resisténcia aos sais de bile e a pelo menos outros dois testes de resisténcia. Duas delas se
destacam por apresentar resisténcia a sais de bile, a presenca do oxigénio no meio e a
dois dos antibidticos testados (CCT 1024,1025). A linhagem CCT4398 se destaca por
apresentar resisténcia a todos os antibiéticos testados e a linhagemr CCT4403 destaca-se
por apresentar resisténcia aos testes de forma harménica, crescendo nos meios com sais

de bile, oxigénio dissolvido e coﬁspna.

A origem das linhagens pode ser visualizada na tabeta 1, podendo-se adiantar que @as
linhagens CCT 1024 e 1025 foram isoladas de um ponto na entrada da torre de
resfriamento de caldo-de-cana de agticar (SILVA, 1988). A linhagem CCT 4398 é origingria
‘de saliva humana e a linhagem CCT 4403 de melago de cana de aglcar (FTPT,1996). Das
trés linhagens probiético, utilizadas como controle positivo, somente duas apresentaram
resisténcia. Entretanto, como a resisténcia foi a somente dois dos 5 testes realizados (aos
sais de bile e a colistina), ambas foram consideradas inaptas pela metodologia aqui
definida.



Tabela 17: Linhagens de Lactobacillus fermentum e Lactobacillus acidophilus resistentes a
sais de bile, virginiamicina, colistina, pH acido e presencga de oxigénio, resultado final
dos testes em microplacas (1-At).

Bile Virginiami- Colistina pH 0,
cina

559

1006 1006

1019

1021 1021
1022 1022

1024 1024 1024 1024

1025 1025 1025 1025
1029
1048,
1053 1053
1065
1384
1397 1397
1398 1398
1400
1405
1406
1407
1410
1412
1414
1415 1415
1417 1417
1465
, 1467
2571 2571
3434 3434 3434
4398 4398 4398 4398
4402

4403 4403 4403
4404 4404
4420
- 4775 4775
4803 4803
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5. CONCLUSOES

- A metodologia de Dose Minima Inibitdéria adaptada a microplacas,
empregada para definir as concentragdes de agentes inibidores utilizados
nos ensaios cinéticos de resisténcia mostrou-se eficiente por definir de forma
precisa niveis de inibidores que somente diminuem o crescimento dos

microrganismos, gerando resultados finais discriminatdrios.

- O método mostrou ser dependente da condigdo fisioldgica das linhagens,
havendo a necessidade de-se sincronizar o crescimento - das 41 linhagens
mediante trés subcultivos em condigdes 6timas de tensdo de O, e de

temperatura, antes da realiza¢do dos testes.

- A metodologia proposta para a analise dos ensaios de resisténcia cinéticos
(1-At) mostrou correlagdo -com ‘a de uso corrente (1-u%) e pode ser

recomendada para uma pre sele¢ao de linhagens.

- A metodologia de leitura automatica de microplacas permitiu a visualizagéo e
comparagao do crescimento de praticamente todas as linhagens em estudo,
facilitando a selecdo de mais linhagens do que o habitual em “screen'mg" in

vitro.

- A metodotogia em placas de Petri utilizada como controle dos resultados de
1-At mostrou-se altamente variavel, n&o possibilitando a selegdo de

nenhuma linhagem.

- Das 41 culturas testadas, 4 linhagens (CCT 1024, CCT 1025, CCT 4398,
CCT 4403) apresentaram resisténcia a praticamente todos os testes de
inibicdo realizados e podem ser recomendadas para testes in vivo a fim de

se avaliar o potencial probidtico das mesmas.
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Das trés linhagens probidtico testadas, duas (CCT 4775 e CCT 4803) nao
apresentaram resisténcia a pH acido e uma (CCT 4802) nao apresentou
resisténcia a nenhum dos ensaios realizados, demonstrando uma sele¢ao
com mais énfase aos testes in vivo efou até mesmo uma falha nos

procedimentos de isolamento e selegdo.
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