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RESUMO

No Brasil, o aumento no isolamento de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos e a frequente incidéncia de diarréias causadas por linhagens
patogénicas de Escherichia coli ocasionam elevados gastos com hospitalizagao.
Estes fatores tém contribuido para que varios pesquisadores busquem formas
alternativas no tratamento das doencas infecciosas. Visando um provavel uso de
Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1015 como probidtico, a capacidade
antagonista desta levedura sobre o crescimento das linhagens de E. coli UFPEDA
84, da colecao de cultura do Departamento de Antibidticos, LBFM10, produtora de -
lactamase e uma do sorotipo entero-hemorragica O157:H7 foi investigada. Os
resultados foram comparados aos obtidos para a levedura Saccharomyces boulardii
17, cientificamente reconhecida como probidtica. Nos ensaios para avaliagao do
antagonismo microbiano, foram utilizadas culturas de E. coli e Saccharomyces,
padronizadas em 10° e 10’ UFC/mL, respectivamente. A inibicdo do crescimento da
cultura bacteriana foi avaliada através da enumeracgao das células viaveis durante o
periodo de 24 horas de incubacgao a 35°C. Em todos os ensaios foram observadas
reducdes significativas (p<0,001) das culturas bacterianas. Ao término do
experimento foram obtidas redugdes superiores a 2,5 logio UFC/mL, para E. coli
UFPEDA 84 e 2,0 Logio UFC/mL, para o sorotipo entero-hemorragico O157:H7 e
para a linhagem produtora de B-lactamase. O carater antagonista de S. cerevisiae
UFPEDA 1015 sugere seu uso potencial no tratamento de diarréias causadas por E.
coli, entretanto estudos adicionais para caracterizagao definitiva como probidtico sdo
necessarios.

Xii



ABSTRACT

In Brazil, the antimicrobial resistant microorganisms isolation increasing as well as
frequent diarrhea incidence raised by Escherichia coli pathogenic lineages occasion
high hospitalization costs. These factors have contributed so that several researchers
seek alternative forms for the infective diseases treatment. Aiming a probable use of
Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1015 yeast as a probiotic, the antagonistic
capacity of this yeast concerning the E. coli UFPEDA 84 lineages growth, from the
Antibiotic Department culture collection, LBFM10, a B-lactam producer and a
0157:H7 enterohemorrhagic serotype were investigated. The results were compared
to those obtained for the Saccharomyces boulardii 17 yeast once it was scientifically
recognized as probiotic. During rehearsals for microbial antagonism evaluation, E.
coli and Saccharomyces standardized cultures were used at 10° and 10" UFC/mL
respectively. The bacterial culture growth inhibition was appraised through the
feasible cells enumeration during the 24 hours incubation period at 35°C. In all
rehearsals, bacterial cultures (p<0,001) significant reductions were observed. At the
end of the experiment, reductions greater than 2,5 Log1o UFC/mL for E. coli UFPEDA
84 and 2,0 Logio UFC/mL, for the O157:H7 enterohemorrhagic serotype and for 3-
lactam producer lineage were obtained. The S. cerevisiae UFPEDA 1015
antagonistic feature suggests its potential use in diarrhea caused by E. colli
treatment, however, additional studies for conclusive characterization as probiotic are
indispensable.

Xiii
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1.0 INTRODUCAO

A gastrenterite infecciosa, representada principalmente pela diarréia dos
viajantes, causada por Escherichia coli enterotoxigénica, e pela diarréia causada por
rotavirus, € um dos maiores problemas de saude publica mundial, responsavel por
milhdes de mortes, elevados custos com hospitalizagdo e morbidade (FAO/ WHO,
2001; RIBEIRO, 2000; VICTORIA et al., 2000). As linhagens patogénicas de E. coli
estdo entre as principais causadoras de infecgdes intestinais desta natureza. O
crescente aumento da resisténcia aos antimicrobianos adquirida nos ambientes
hospitalares, através do uso de antibiéticos na clinica médica e veterinaria e/ ou por
transferéncia génica entre bactérias de origem humana e animal, tem-la descrita,
entre outros microrganismos, como um dos principais agentes de infecgdes
nosocomiais (MORA et al., 2005; TRABULSI et al., 1999; van den BOGAARD &
STOBBERINGH, 2000).

Embora a terapia de re-hidratagao oral seja uma forma eficiente de tratar as
diarréias infantis, formas alternativas de tratamento antimicrobiano tém sido
investigadas, uma vez que o uso de agentes profilaticos pode reduzir complicagdes
médicas e custos do tratamento de doengas agudas. Dentre estas, o
restabelecimento da flora microbiana pela introdugao direta de microrganismos nao
patogénicos (probioticos) ou de nutrientes (prebioticos) capazes de estimular o
crescimento dos microrganismos pré-existentes no trato gastrintestinal séo as
formas mais promissoras (McFARLAND et al., 1995; NOVERR & HUFFNAGLE,
2004; RIBEIRO, 2000).

O uso de microrganismos na produgcdo de alimentos e bebidas e sua
associagao a efeitos benéficos sdo antigos, datando de 7.000 a.C. e 4.000 a.C.,
pelos sumérios e egipcios, respectivamente, que os utilizavam na produgdo de
cerveja, queijo e pdo. Em 1907, Elie Metchnikoff, relatou o farto consumo de leite
fermentado por bulgaros, associando a longevidade apresentada por estes a
modificacdo da atividade da microflora intestinal realizada pelos lactobacilos
ingeridos (DEMAIN, 1981; GIBSON & FULLER, 2000).
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No entanto, investigacbes a cerca do uso destes microrganismos como
promotores do bem estar s6 tiveram maior énfase a partir dos anos 1980 com o
surgimento dos alimentos funcionais, no Japao, e apds a proibigdo do uso de
antibidticos, em doses subterapéuticas, como agentes promotores do crescimento e
no tratamento de enfermidades em animais, em 1969 pelo comité dirigido pelo Prof.
Michael Swann - Swann Committee (EDQVIST & PEDERSEN, 2001; FAO/ WHO,
2001; FERREIRA & KUSSAKAWA, 1999; FULLER, 1989).

Embora alguns estudos relatem os efeitos benéficos de culturas probidticas
ao consumo humano e animal, é necessaria a investigagdo de parametros
relacionados a sua seguranga e atividade (AZEVEDO & GODARD, 1999; FAO/
WHO, 2001; JURGENS et al., 1997; KAUR et al., 2002; KORNEGAY et al., 1995;
LIN et al., 1991; ROBINSON, 1997; SCHIFFRIN et al., 1995; TOUHY et al., 2003).
Ser capaz de resistir a acidos organicos e sais biliares, aderir as células epiteliais
entéricas, estimular a resposta imune e influenciar beneficamente as atividades
metabdlicas do hospedeiro sdo alguns parémetros analisados. Apresentar alto
conteudo protéico e nutricional, ser capaz de degradar ou reagir com substancias
téxicas com potencial cancerigeno e reduzir os niveis de colesterol sérico sao outras
caracteristicas importantes (DUNNE et al., 1999; GIBSON et al., 1997; SANDERS,
1993).

Estima-se que no trato gastrintestinal existam cerca de 10" bactérias,
pertencentes a 400-1000 espécies de microrganismos saprofiticos e patogénicos
vivendo em equilibrio. Manter ou restabelecer este equilibrio, por meio de probidticos
ou prebioticos, € muito importante para a saude de seu hospedeiro, pois além de
modular os processos metabdlicos e imunoldgicos em individuos saudaveis, estes
microrganismos impedem a colonizagdo de outros patogénicos e a incidéncia de
doencas (FERREIRA & TESHIMA, 2000; DANONE NUTRITOPICS, 2002; LEVY,
2000; TOUHY, 2003).

Assim, a investigacdo do potencial probiodtico da cultura de Saccharomyces
cerevisiae  UFPEDA 1015, como possivel forma de controle de enfermidades

provocadas por E. coli, foi o objetivo principal deste trabalho. Para isso, a avaliagao
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do crescimento de S. cerevisiae UFPEDA 1015, nos meios liquidos de Sabouraud e
de Batata foi comparado ao observado para a levedura padrdo: Saccharomyces
boulardii 17 — Floratil® MERCK. A co-culturabilidade in vitro entre S. cerevisiae
UFPEDA 1015 e as linhagens de E. coli: E. coli de colegdo UFPEDA 84, E. coli
produtora de B-lactamase LBFM 10 e E. coli entero-hemorragica do sorotipo
0157:H7, foi realizada.

Com a finalidade de observar se a redugao nas unidades formadoras de
colénia da bactéria durante o periodo de incubagdo com a levedura era compativel
com os resultados apresentados por S. boulardii 17, sua atividade antagonista sobre

E. coli também foi observada.
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Gastrenterites

As gastrenterites, doengas que se caracterizam pela inflamagdo da mucosa
gastrica ou intestinal, apresentam etiologia variada: virus (rotavirus), algumas
bactérias, toxinas fungicas ou bacterianas, protozoarios ou helmintos. Entretanto, a
intolerancia a lactose, as doencgas inflamatdrias intestinais (doenca de Crohn, colite
ulcerativa e pouchite), a sindrome do intestino irritado, o supercrescimento
bacteriano no intestino delgado, o uso de antibiéticos e o estresse sdo outros fatores
que levam ao desconforto gastrintestinal (McFARLAND et al., 1995; ROLFE, 2000;
SULLIVAN & NORD, 2002; TORTORA et al, 2003).

A gastrenterite infecciosa, representada principalmente pela diarréia dos
viajantes e pela diarréia causada por rotavirus, € um dos maiores problemas de
saude publica mundial, responsavel por cerca de 25% dos custos totais com
hospitalizagdo, no Brasil, e por altas taxas de mortalidade infantil - 1,5 milhdo de
criangas menores de cinco anos, em paises em desenvolvimento, e morbidade
(figura 01) (FAO/ WHO, 2001; RIBEIRO, 2000; ROLFE, 2000; VICTORIA et al.,
2000).

Mortalidade Infantil Mundial, em 2002

18% 15%

10%

5%
23%
4% Outras
[ Perinatal
I RA
[ Diarréia
I Malaria
25% [1Sarampc
Fonte: EIP/ WHO I HIV

Figura 01. Principais causas de mortalidade infantil, em criangas menores de cinco anos, em 2002, no mundo.
IRA — Infecgdo Respiratéria Aquda; HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana. Fonte: EIP/ WHO, 2005.
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Dentre os microrganismos causadores destas diarréias, E. coli (figura 02), um
bacilo pertencente a familia Enterobacteriaceae, se destaca como principal causador
da diarréia infantil, dos viajantes e das infec¢des nosocomiais, além daquelas
decorrentes da ingestdo de alimentos crus ou mal cozidos, ocorrente nos paises
desenvolvidos, como Estados Unidos, Canada, Reino Unido e Japéao (IRINO et al.,
2005; MORA et al., 2005; TRABULSI et al., 1999).

Figura 02. Fotomicrografias de E. coli. (a) Microscopia eletrénica de varredura de E. coli sorotipo O157:H7. (b)
Microscopia  d6tica de E. coli. Fonte: <www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/bacteria/img/

EcoliO157H7CDC.jpg>; <www.nirgal.net/graphics/e_coli. jpg>.

As caracteristicas de viruléncia das linhagens de E. coli variam, permitindo
classifica-la em dois grandes grupos: aquelas capazes de causar infecgdes
intestinais e aquelas associadas as infecgdes extra-intestinais. Adicionalmente, elas
sdo classificadas, de acordo com sua composi¢do antigénica, em sorogrupos
(antigenos somaticos ou O), sorotipos (antigenos flagelares ou H) e antigenos
capsulares (antigenos K) (CAMPOS et al., 2004; TRABULSI et al., 1999).

As linhagens causadoras de infec¢des extra-intestinais estdo frequentemente
associadas as infec¢gdes urinarias, a meningite neonatal e a bacteremia,
responsaveis por cerca de 90% e 40-50% dos casos de infecgdo urinaria e
bacteremia, respectivamente, e uma das principais causas de meningite neonatal.
Entre as linhagens diarreicogénicas, sao distinguidas as categorias:
enteropatogénica (ECEP), enterotoxigénica (ECET), enteroinvasiva (ECEI),

enteroagregativa (ECEA), que se adere difusamente (ECAD) e entero-hemorragica
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(ECEH) (CAMPOS et al., 2004; RODRIGUEZ-ANGELES, 2002; TRABULSI et al.,
1999).

As ECEP séao responsaveis pela grande maioria das diarréias em criangas
menores de um ano (diarréia infantil), principalmente nos paises subdesenvolvidos.
Seu mecanismo de patogenicidade consiste na adesao inicial as células entéricas e
posterior perda das Vvilosidades intestinais. A formagdo da leséo
Attachment/Effacement (lesdo A/E), ocorre ap6s o evento da transdugado de sinal,
que resulta no aumento de calcio intracelular, liberacdo de inositol-fosfato,
fosforilagdo de varias proteinas e acumulo de microfilamentos de actina abaixo do
local de adesdo a célula intestinal (RODRIGUEZ-ANGELES, 2002; TRABULSI et al.,
1999).

Conhecida como a principal causadora da diarréia dos viajantes, as ECET
sdo responsaveis por cerca de 50-60% dos casos descritos, embora este tipo de
bactéria também possa causar infeccdbes em lactentes. A producdo das
enterotoxinas termolabil (LT), semelhante a toxina colérica, e termoestavel (ST)
causam profundas alteracbes no metabolismo celular, atuando no aumento dos
niveis intracelulares de AMPc e GMPc, respectivamente, e na saida de ions e agua,
resultando em diarréia aquosa aguda (RODRIGUEZ-ANGELES, 2002; TRABULSI et
al., 1999).

Intimamente relacionadas a Shigella, as ECEI possuem caracteristicas
bioquimicas, antigéncias, genéticas e patogénicas muito semelhantes a este
microrganismo. Seu mecanismo de patogenicidade consiste principalmente em sua
capacidade invasora e disseminagado adjacente a célula intestinal, causando colite,
febre e diarréia sanguinolenta ou n&o. Elas acometem mais frequentemente
criancas, maiores de seis meses, e adultos (RODRIGUEZ-ANGELES, 2002;
TRABULSI et al., 1999).

As ECEA séo conhecidas por formar um padrdo agregativo quando
associadas a células das linhagens Hep-2 ou HelLa. Seu mecanismo patogénico se
caracteriza pela aderéncia agregativa e pela capacidade de estimular a produgao e

secreg¢ao de muco pela mucosa intestinal, além da producédo de diversas moléculas
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bacterianas. As diarréias podem se manifestar de cor verde, sem sangue, a formas
mais graves (RODRiGUEZ-ANGELES, 2002).

Outra categoria € a ECAD, que se caracteriza pela forma difusa a qual se
adere a superficie de células das linhagens Hep-2 ou HelLa. Seu mecanismo de
patogenicidae é pouco conhecido, tendo sido identificadas duas adesinas distintas,
uma de natureza fimbrial e outra nao-fimbrial (RODRiGUEZ-ANGELES, 2002;
TRABULSI et al., 1999).

As ECEH sao caracterizadas pela producdo de uma toxina virulenta,
verotoxina ou Shiga toxina (Stx), denominado-as de E. coli produtoras de Shiga
toxina (ECST). Este grupo de microrganismos foi inicialmente descrito em 1977, no
Canada, por Konowalchuck, porém sua relagdo com diarréias sanglineas em
criangas foi estabelecida apenas no inicio dos anos 1980, por O’Brien e
colaboradores, e associada a casos de sindrome hemolitica urémica (SHU) em
1985, por Karmali e colaboradores (CLEARY, 2004; TARR et al., 2005).

A ECEH sorotipo O157:H7 (figura 02a) € o membro mais comum, dentre mais
de 500 sorotipos. Sua infeccdo pode causar desde diarréia branda a colite
hemorragica, podendo evoluir a sua forma mais toxica: SHU, que pode levar a
sequelas renais, como disfungdo renal e hipertensdo. A transmissao ocorre
principalmente pela ingestdo de alimentos crus ou mal cozidos, como carnes,
hamburgueres, saladas, leite e queijo e por agua contaminada e transmissao
interpessoal (CHEN et al., 2004; CLEARY, 2004; GARG et al., 2005; MORA et al.,
2005).

O mecanismo de patogenicidade da ECEH deve-se principalmente a agéo de
suas toxinas (Stx1 e 2). Apds adesao superficial ao receptor globotriasilceramida ou
Gbs, estas toxinas se internalizam a célula por um processo conhecido por
endocitose mediada por receptor. A vesicula formada associa-se ao aparato de
Golgi e reticulo endoplasmatico, de onde o fragmento A da Stx é translocado ao
citoplasma. A clivagem do unico residuo de adenina no RNAr 28S da subunidade
ribossomal 60S, pelo fragmento A4, inibe a sintese protéica e leva a morte celular
(TARRAGO-TRANI & STORRIE, 2004; TRABULSI et al., 1999). Porém a expressao
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da proteina denominada intimina, responsavel pela aderéncia e colonizagdo ao
epitélio intestinal, causando lesdes do tipo A/E, e da proteina enterohemolisina séo
outros componentes importantes no processo patogénico (GARCIA-ALJARO et al.,
2005; MORA et al., 2005; RODRIGUEZ-ANGELES, 2002). A figura 03 demonstra
como ocorre 0 mecanismo de patogenicidade apresentado pelas linhagens de E.

coli.

Diarréia *

HCO,

- Na* H,0 K*

Lamina prépria a

Lamen %%%i @ E coli Disenteria *

£ i g
@ —= k4 2 N
= ﬁ_..ma 2 : 551 Célula morta L /
T = : Multiplicagdo | egeneragao do
Disseminacéo /, epitélio
. ; Igv B ; T,
= Lo 3
! L Tk
- h, k I
o 5 e o o T
Lamina propria Capilares
Pouca ou nenhuma Neutréfilos e
disseminagéo Macré6fagos
sistémica b

Figura 03. Esquema demonstrativo do mecanismo de patogenicidade apresentado pelas linhagens (a) néo-
invasivas (ECEP, ECET, ECEA, ECED e ECEH) e (b) invasivas (ECEI) de E. coli. Fonte: EVANS Jr & EVANS,
20065.



AZEVEDO, Denise P. L. Atividade Antimicrobiana da Cultura de S. cerevisiae... 11

A terapia de re-hidratacédo oral apresenta eficacia no tratamento da diarréia
infantil. Porém, as linhagens patogénicas de E. coli e de outros enteropatogénos,
apresentam resisténcia a terapia antimicrobiana. Esta resisténcia, ocasionada pelo
uso concomitante de antibiéticos ou seus analogos por homem e animais,
transferéncia génica e pelo uso de antimicrobianos em ambientes hospitalares, leva
a busca de formas alternativas de tratamento (FAO/ WHO, 2001; MORA et al., 2005;
NICOLI & VIERA, 2000; van den BOGAARD & STOBBERINGH, 2000). Neste
contexto, o desenvolvimento de probidticos e prebidticos tem sido investigado,

encorajando-nos a desenvolver este trabalho.

2.1.1 Microflora Gastrintestinal Humana

A microflora gastrintestinal humana ¢é bastante variada quanto a sua
composicdo e distribuicdo ao longo dos 150-200 m? de trato gastrintestinal. Dentre
as 400 e 1000 espécies, 97% sao anaerobios estritos e 3% aerdbios ou anaerdbios
facultativos. Os géneros mais comuns s&o Bacteroides, Bifidobacterium,
Eubacterium, Fusobacterium, Clostridium e Lactobacillus, como anaerdbios; e como
aerobios, E. coli e Salmonella (bacilos Gram-negativos), Enterococcus,
Staphylococcus e Streptococcus (cocos Gram-positivos) e a levedura Candida
albicans (BERG, 1996; HOLZAPFEL et al., 1998; NOVERR & HUFFNAGLE, 2004).

As regides que apresentam maior colonizagao (boca, ileo e célon) possuem
baixo potencial 6xido redutor e reduzida motricidade intestinal; ao contrario do
estdmago, duodeno e jejuno, que sdo banhados por fluidos agressivos, como acido
cloridrico, bile e suco pancreatico, apresentando menor conteudo bacteriano, como
esquematizado na figura 04 (BERG, 1996; HOLZAPFEL et al., 1998).

Esta colonizagdo (10" bactérias), que chega a ser dez vezes maior que a
soma de todas as células de um individuo adulto se inicia logo apds o nascimento
pelos microrganismos presentes no canal vaginal da mae e ambiente. Sua

instalacdo, em recém-nascidos, pode levar de seis a doze meses e depende de
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fatores relacionados ao tipo de parto, permanéncia duradoura em incubadora e tipo
de amamentacéo (BERG, 1996; HOLZAPFEL et al., 1998; NICOLI & VIEIRA, 2000).

Cavidade oral
(Saliva)

10° bactérias/mL

Estébmago
I Helicobacter pylori

10"-10* bactérias/mL
\1 / Duodeno Lactobacilos, Estreptococos e

103 bactérias/mL  Leveduras

i

ch ) i} Lactobacilos, Estreptococos,
[ Jejuno - lleo Enterobactérias, Bacteroides,
of = - 10%— 107 bactérias/mL Bifidobactérias e Fusobactérias

Lactobacilos, Estreptococos,
Enterobactérias, Bacteroides,

Célon Bifidobactérias, Fusobactérias, Veillonella,
Proteus, Estafilococos, Leveduras,

r&ﬁ o .
f;:: ;:}"' 10 10% bactérias/g Pseudomonas e Clostridios

Figura 04. Distribuicdo gastrintestinal da microflora humana. Fonte: BERG, 1996; DANONE NUTRITOPICS,
2004.

e

Responsaveis pelo fornecimento de 40 a 50% da energia necessaria para o
funcionamento das células intestinais, os microrganismos da microflora
gastrintestinal também desempenham funcéo de barreira (impedem a instalagéo de
patdgenos entéricos), e de interagcdo com o hospedeiro (estimulam a resposta imune
especifica), dentre outros efeitos benéficos (figura 05) quando em equilibrio
(DANONE, 1997; GIBSON et al., 1997; TUOHY, 2003).
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Propriedades promotoras Efeitos patogénicos
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Reducéo de polisacarideos
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Producéo de carcinégenos
e mutagenos

Formacéo de H,S

Figura 05. Efeitos benéficos e atributos patogénicos associados aos microrganismos constituintes da flora
intestinal. Os microrganismos representados estdo expressos em Logqo unidades formadoras de colénia por
grama de fezes. Fonte: GIBSON et al., 1997.

Fortemente influenciados pela condi¢éo fisica do hospedeiro (idade, estresse,
ambiente e saude) e pela composigao da dieta (uso de antibiéticos, mudanca nos
habitos alimentares e alimentos contaminados), a quebra do equilibrio microbiano
provoca profundas alteracbes na saude de seu hospedeiro. Desordens intestinais,
doencas inflamatérias, artrite, desenvolvimento de alergias e asma estdo entre as
principais consequéncias, que sdo mais notaveis em criancas e idosos (HOLZAPFEL
et al., 1998; LEVY, 2000; NOVERR & HUFFNAGLE, 2004).

Uma forma de manter este equilibrio é incorporar a alimentacao alimentos ou
ingredientes alimentares funcionais, como probidticos, prebioticos, vitaminas e
minerais, que além de atuarem de forma benéfica, ajudam a melhorar as fungbes
intestinais através da estimulagdo de bactérias ndo patogénicas (DANONE, 1999;
FERREIRA & TESHIMA, 2000; STANTON et al., 2001).
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2.2 Probiéticos

Os probidticos sao atualmente definidos pela “Food and Agriculture
Organization of the United Nations” e “World Health Organization” como
microrganismos vivos, cuja ingestdo sob um numero suficiente, exerce efeitos

benéficos a saude além daqueles relacionados a nutricdo basica (FAO/ WHO, 2002).

Outrora definidos como substancias produzidas por protozoarios, que
estimulavam o crescimento de outros microrganismos (LILLY & STILLWELL, 1965
apud FAO/ WHO, 2001), e como suplementos para ragdo animal, que atuavam na
flora intestinal (PARKER, 1974 apud FULLER 1989), os probidticos também foram
definidos como microrganismos vivos usados como suplemento alimentar no
melhoramento do equilibrio microbiano intestinal (FULLER, 1989) e no tratamento e
prevencgao de patologias especificas, numa quantidade de células viaveis satisfatoria
(GUARNER & SCHAAFSMA, 1998; HAVENAAR & HUIS in't VELD, 1992 apud
ROLFE, 2000).

Originalmente, o termo probidtico adveio das observagdes realizadas pelo
bidlogo russo Elie Metchnikoff, em 1907, ao associar a longevidade dos bulgaros ao
farto consumo de leite fermentado. Ele sugeriu que o leite acidificado promovia
modificacdes benéficas na atividade da microflora intestinal pela reducdo de seus
efeitos toxicos, chegando a isolar e usar o lactobacilo em algumas triagens
alimentares humanas, o que lhe rendeu o Prémio Nobel de Medicina em 1908
(GIBSON & FULLER, 2000; ROLFE, 2000).

No entanto, somente apds a restricdo do uso de antibiéticos como agentes
promotores do crescimento animal, em 1969 pelo Comité presidido pelo professor
Michael Swann, e com o surgimento dos alimentos funcionais, nos anos de 1980, no
Japdo, as pesquisas relacionadas ao uso de microrganismos Vivos, como
ingredientes alimentares, foram enfatizadas (EDQVIST & PEDERSEN, 2001; FAO/
WHO, 2001; FERREIRA & KUSSAKAWA, 1999; STANTON et al., 2001).

Atualmente o uso de microrganismos vivos como ingredientes alimentares e

formulagdes farmacéuticas ou para alimentacdo animal, conhecidos por “Direct Fed
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Microrganisms” (DFM), sao largamente comercializados nos paises da Europa
(Reino Unido, Alemanha, Franga, Espanha, Bélgica, Dinamarca, Finlandia, Suécia e
Holanda), Estados Unidos e Japao. No Brasil, a comercializagdo desses produtos é
timida, resumindo-se a alguns tipos de iogurtes e leites fermentados (Yakult®,
YAKULT e Chamyto®, NESTLE), produtos veterinarios (Vitacanis®, MICROBIOL) e
preparagdes farmacéuticas (Floratil® MERCK e Florax® HEBRON) (DANONE,
1996; MAIA et al., 2001; STANTON et al. 2001).

A classificacdo de um microrganismo como probidtico, depende da
investigacdo de parametros relacionados a sua origem e seguranga. A investigagao
de efeitos benéficos, realizados por meio de testes in vitro compreende a (DANONE
NUTRITOPICS, 2002; DUNNE et al., 1999; ERICKSON & HUBBARD, 2000; FAO/
WHO, 2001; FAO/ WHO, 2002; GIBSON & FULLER, 2000; GUARNER &
SCHAAFSMA, 1998; HOSONO et al., 1997; ROLFE, 2000; SANDERS, 1993):

% resisténcia a acidez gastrica, bile e a enzimas pancreéticas;

« aderéncia a determinadas linhagens de células epiteliais humanas;

« atividade antimicrobiana contra bactérias potencialmente patogénicas
(produgdo de substancias antimicrobianas, modificadoras do pH
intestinal ou de seu potencial éxido-redutor);

« habilidade em reduzir a adesdao de microrganismos patogénicos a
superficies;

« analise dos efeitos sobre células imunocompetentes e sua capacidade
antimutagénica;

s auséncia de caracteres patogénicos (transferéncia de genes de
resisténcia a antibiéticos, capacidade de causar infecgdes sistémicas ou
estimular excessivamente o sistema imune);

% capacidade em inativar substancias pro-carcinogénicas (reducdo dos
niveis de enzimas bacterianas - B-glicuronidase, nitroredutase, urease e
azoredutase) ou reduzir a excrecdo mutagenos nas fezes e urina;

s estimulo a imunidade do hospedeiro (imunidade humoral, producéo de

citocinas e atividade fagocitaria);
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s exibir resisténcia a processos tecnolodgicos (liofilizagao, resfriamento,
secagem, produtos empregados na manufatura de medicamentos) e

condicdes de estocagem.

Dentre os microrganismos frequentemente utilizados como probidticos estao
algumas espécies de Lactobacillus (L. bulgaricus, L. acidophilus, L. casei, L.
helveticus, L. lactis, L. salivaricus e L. plantarum), Streptococcus thermophilus,
Enterococcus faecium e E. faecalis e algumas espécies de Bifidobacterium. Com
menor freqluéncia sao citados Saccharomyces cerevisiae, S. boulardii, Bacillus
subtilis, B. toyo, Escherichia coli EMO e E. coli Nissle 1917 (FERREIRA &
KUSSAKAWA, 1999; FULLER, 1989; NICOLI & VIEIRA, 2000; SULLIVAN & NORDI,
2002; TOUHY et al., 2003).

A aplicagdo destes microrganismos na medicina humana, na medicina
veterinaria e na pecuaria € ampla e vai desde o tratamento de disfuncdes intestinais
e modulagdo da resposta imune a regulacdo de fungbes metabdlicas e ao
melhoramento das qualidades comerciais dos animais de corte (DUNNE et al., 1999;
HUBER, 1997).

A reducdo dos sintomas tipicos da intolerancia a lactose (dor abdominal,
flatuléncia e diarréia), o aumento na atividade fagocitaria de células leucocitarias e
reducdo do nivel de colesterol sdo alguns dos efeitos benéficos observados no
homem (DANONE NUTRITOPICS, 2004; LIN et al., 1991; SCHIFFRIN et al., 1995).

Nos animais, € mais observado o rapido ganho de peso, o aumento nos niveis
de imunoglobulinas, a melhora no balango energético, o aumento na produgédo de
leite e melhora na digestibilidade dos nutrientes (ERASMUS, et al., 1992; JURGENS
et al,, 1997; KORNEGAY et al., 1995; LARA-FLORES et al., 2003; ROBINSON,
1997).
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Mecanismos de Acao

Os mecanismos de agao pelo quais os microrganismos probidticos atuam no

trato intestinal ainda n&ao foram totalmente esclarecidos. Varios autores propdem que

a efetividade destes microrganismos esteja relacionada a agao antagonista direta ou
indireta sobre patégenos intestinais (FULLER, 1989; KAUR et al., 2002; NICOLI,
VIEIRA, 2000; ROBERFROID, 2000; ROLFE, 2000; TUOHY, 2003), realizada pela:

X/
L X4

X/
°e

exclusdo competitiva de patdogenos intestinais, pela competicdo por
nutrientes ou sitios de adesao bacteriana na superficie do epitélio
intestinal;

produgdo de substéncias inibitérias, como acidos organicos, peroxido de
hidrogénio e bacteriocinas, que podem reduzir o pH intestinal ou ter agao
antimicrobiana;

inativagdo de toxinas, através da competicdo ou degradacgéo dos sitios
de ligacao na superficie do epitélio intestinal, ou da clivagem da toxina;
estimulo da imunidade, especifica e ndo especifica;

neutralizacdo de substancias carcinogénicas, através da reducdo dos
niveis de aminas toxicas e de enzimas bacterianas ou sua excrecao nas

fezes e urina.

A figura 06 representa alguns mecanismos de agao destes microrganismos.
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Figura 06. Mecanismos de agao dos probidticos no trato intestinal. Fonte: FERREIRA & KUSSAKAVA (1999).
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2.3 O Género Saccharomyces

Pertencente a Divisdo Eumycota, a Classe Ascomycetes representa um
numeroso grupo de fungos, contendo cerca de 2.700 géneros, dentre estes o género
Saccharomyces (GRIFFIN, 1994).

Os microrganismos pertencentes ao género Saccharomyces apresentam
morfologia leveduriforme, podem formar pseudomicélios, e tém dimensdes em torno
de 10 uym (figura 07). Amplamente distribuidos na natureza, sdo frequentemente
encontrados na superficie de folhas e frutos sob a forma de um pd de coloragao
branca, e tem participacdo fundamental nos processos de fermentacido industrial
(MEDINA et al., 1997; PEREZ et al., 2001; TORTORA et al, 2003).

Figura 07. Fotomicrografia eletrébnica de varredura de S. cerevisiae. Reprodugdo por brotamento. Fonte:

<www.cybersciences.com/.../ n2053_scerevisiae.jpg>.

Dependendo das condi¢des fisicas do meio ou da natureza do substrato,
estes microrganismos podem se multiplicar de forma assexuada (brotamento) ou
sexuada (conjugacao), apresentar respiragdo aerobia ou anaerdbia facultativa e
crescer em temperaturas variaveis de 0 a 40°C (temperatura étima de crescimento
para S. cerevisiae - 31-34°C e 37°C, para S. boulardii) e apresentar mudancgas na
composicao de suas estruturas, como a parede celular (GIUDICI et al., 1998;
LODDER & KREGER-VAN RIJ, 1952; McCLARY & BOWERS, 1967; ROLFE, 2000;
SANTA MARIA, 1957).
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A parede celular de S. cerevisiae compde-se principalmente por polimeros de
manose, polimeros de glicose, polimeros de N-acetilglicosamina e proteinas (figura
08). Ela apresenta alta capacidade elastica, fornece protegcdo mecanica e retém
agua (AGUILAR-USCANGA & FRANCOIS, 2003; KLIS et al., 2002).

Composicéo da Parede Celular de S.

cerevisiae
35%
519 O Manoproteinas
’ | Proteinas
0O Glucana B-(1—6)
4% O Glucana B-(1—3)

10%

Figura 08. Porcentagem dos principais constituintes da parede celular de S. cerevisiae. Fonte: KLIS et al., 2002.

A diversidade enzimatica de S. cerevisiae permite a utilizagao de varios tipos
de carboidratos. A glicose é a fonte preferida de carbono. No entanto, frutose, alguns
dissacarideos (galactose, manose, melibiose e sacarose), trissacarideos (rafinose) e
polissacarideos (amido) também s&o utilizados. Transportados para o meio
intracelular pelos mecanismos transportadores de hexoses (glicose, frutose e
manose), galactose permease ou maltose permease, estes carboidratos participam
da via glicolitica. Como fontes de nitrogénio, aménia, glutamina e glutamato sdo as
preferidas. Compostos como asparagina, arginina, prolina, uréia e muitos outros
aminoacidos sao convertidos nestes ou incorporados na biossintese de proteinas
(GAGIANO et al., 2002).

O fendmeno “killer”, observado por Bevan e Makower, em 1963, para algumas
linhagens de S. cerevisiae, refere-se a capacidade destas leveduras em impedir o
crescimento de outras durante processos fermentativos, por meio de exotoxinas.

Distintas quanto ao pH, peso molecular, receptor na parede celular e modo de acao
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as caracteristicas principais das toxinas K1, K2 e K28 estdo descritas na tabela 01
(FLEGELOVA et al., 2002; MAGLIANI et al., 1997; MARQUINA et al., 2002; MEDINA
et al., 1997; PEREZ et al, 2001).

Tabela 01. Caracteristicas das principais classes de toxinas produzidas pelas linhagens de

S. cerevisiae.

Toxina pl Peso Molecular Receptor Mecanismo de Acao
K1 45 19KDa «9,5KDa Glucana 3-(1,6) Formagéao de canais
transmembrana
p9KDa permeaveis a ions (H*
e K') e ATP
K2 4,2-4,3 a 21,5 KDa Glucana 3-(1,6) Acéao semelhante a
Toxina K1
B 21,5 KDa

K28 4.4 16 KDa o 10,5 KDa Residuo de manose a-1,3 Inibicdo da sintese de
de uma manoproteina de DNA, impedindo a
B 11 KDa 185 KDa separagao das células
mae e filha

As linhagens de S. cerevisiae com fendtipo “killer” sdo bastante empregadas
nos processos de fermentagao industrial de bebidas, principalmente vinho, cerveja e
saké, e tem tido aplicabilidade investigada no campo da medicina, taxonomia,
genética, tecnologia alimentar e controle biolégico (KORNEGAY et al., 1995;
MAGLIANI et al., 1997; MARQUINA et al., 2002; MEDINA et al., 1997; PEREZ et al.,
2001; POLONELLI & MORACE, 1986).

As propriedades probidticas de S. cerevisiae e S. boulardii (figura 09) tém sido
amplamente investigadas. Algumas linhagens sao empregadas no tratamento ou
prevencao de desordens intestinais em varios paises, principalmente da Europa,
devido a sua capacidade em resistir as barreiras gastrintestinais e a rapida
eliminagdo apos interrupgdo do tratamento, cujas sao caracteristicas importantes
consideradas na provavel classificagdo dos probidticos (BRANDAO et al., 1998;
CASTAGLIUOLO et al., 1999; CORTHIER, 1997; DAHAN et al., 2003; FILHO-LIMA
et al., 2000; GEDEK, 1999; MAIA et al., 2001; PECQUET et al., 1991; PSOMAS et
al., 2001; QAMAR et al., 2001; ROLFE, 2000).
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Figura 09. Aspecto macroscépico das colénias de S. cerevisiae UFPEDA 1015 (a) e S. boulardii 17 (b)

cultivadas em agar Sabouraud, a 35°C.



3.0 MATERIAL E METODOS
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3.0 MATERIAL E METODOS
3.1 Material

3.1.1

Microrganismos

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os microrganismos:

S. cerevisiae UFPEDA 1015 — pertencente a Coleg¢ao de Cultura Microbiana
do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco.
S. boulardii 17 — isolado do medicamento Floratil®, comercializado pela
MERCK Industria Farmacéutica.

E. coli UFPEDA 84 — pertencente a Colegcdo de Cultura Microbiana do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco.

E. coli sorotipo O157:H7 — linhagem gentilmente fornecida pelo Laboratorio
Central de Saude Publica Dr. Milton Bezerra Sobral — LACEN, do Estado de
Pernambuco.

E. coli LBFM 10 — linhagem isolada de paciente com sintomas de infeccao
intestinal, resistente a Ampicilina (10ug) e Cefalotina (30ug), do Laboratério
de Bioquimica e Fisiologia de Microrganismos do Departamento de

Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco.

3.1.2 Meios de Cultura

Para o cultivo, manutengcdo e ensaios de atividade antagbnica entre S.

cerevisiae UFPEDA 1015 ou S. boulardii 17 e as linhagens de E. coli, foram

utilizados os meios de cultura:

X/
o

B

*

Agar Sabouraud 4% Dextrose VETEC® (peptona de caseina 5,0 g/L;
peptona de carne 5,0 g/L; glicose 40,0 g/L; agar 15,0 g/L; pH 7,0).

Meio Liquido de Sabouraud 2% Dextrose MERCK® (peptona de carne 5,0
g/L; peptona de caseina 5,0 g/L; glicose 20,0 g/L; pH 5,6).
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%  Agar Dextrose Batata BIOBRAS® (infuso de batata 4,0 g/L; dextrose 20,0
g/L; agar 15,0 g/L; pH 5,6).

% Meio Liquido de Batata (infuso de batata 400,0 g/L; glicose 20,0 g/L; pH
5,6).

s Agar Mueller Hinton OXOID® (caseina hidrolisada 17,5 g/L; amido 1,5 g/L;
agar 17,0 g/L; pH 7,4).

% Meio Liquido de Mueller Hinton BIOBRAS® (extrato de carne 2,0 g/L;
hidrolisado acido de caseina 17,5 g/L; amido de batata 1,5 g/L; pH 7,4).

Todos os meios foram preparados e autoclavados a 121°C durante 15
minutos, conforme instrugdo de seus fabricantes. Para o meio liquido de batata, o
infuso de 400,0 g de batata inglesa lavada e com casca foi preparado. Apds fatiada
e pesada, a batata foi adicionada a um litro de agua destilada e cozida, por 15
minutos em forno microondas. Depois de cozida, a batata foi amassada, filtrada em

gaze e acrescentados 20,0 g de glicose, onde o pH foi ajustado a 5,6.

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencao das Culturas dos Microrganismos e Sua Manutencao

As culturas de S. cerevisiae UFPEDA 1015, S. boulardii 17 e as linhagens de
E. coli foram inicialmente inoculadas nos meios liquidos de Sabouraud e de Mueller-
Hinton, respectivamente, e incubadas por 24h a 35°C. Estas culturas foram mantidas

em agar Sabouraud e agar Mueller-Hinton, incubados a 35°C, em estufa.

3.2.2 Padronizac¢éo do In6culo

De uma cultura de 12 horas de incubagao para a levedura, em meio liquido de
Sabouraud ou de Batata, uma aliquota foi retirada e transferida para um novo meio

liquido, numa concentragédo de 10% (v/v); de modo a obter uma cultura padronizada
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em 10" UFC/ mL. Para o indculo bacteriano, uma cultura incubada por 12 horas em
meio liquido de Mueller-Hinton foi padronizada em 10° UFC/ mL, partir da diluicdo ao

centésimo (107) da turbidez equivalente ao tubo 1 da escala de McFarland.

3.2.3 Avaliacao do Crescimento de S. cerevisiae UFPEDA 1015

Uma aliquota de uma cultura de 48 horas de incubagdo, em meio liquido de
Sabouraud ou de Batata, foi retirada e transferida para um novo meio liquido, numa
concentragdo de 0,1% (v/v), de modo a obter uma cultura padronizada em 10° UFC/

mL, que foi incubada por 48 horas a 35°C.

Nos intervalos regulares de Oh, 1h %2, 3h, 4h 7%, 6h, 9h, 12h, 18h, 24h, 36h e
48h, aliquotas foram retiradas e diluidas seriadamente de 10" a 10°, em tubos
contendo agua destilada esterilizada. 10uL foram plaqueadas para enumeracao das
células viaveis, em meio soélido de Sabouraud ou Batata, e incubadas a 35°C,

durante 24h, como demonstrado na figura 10.

A partir da enumeragdo das células viaveis, foi plotado um grafico que
representou o crescimento microbiano expresso pelo Logio das UFC/ mL em fungao
do tempo, em horas. Com este grafico, foi possivel calcular a velocidade maxima de
crescimento especifico (umax) € 0 tempo de geracdo (t;) da populagéo microbiana
calculados de acordo com as equacgoes (1) e (2) (LULDEKING, 1967).

Onde: x — concentragdo de microrganismos no final da fase logaritmica, UFC/ mL
Xo — concentragdo de microrganismos no inicio da fase logaritmica, UFC/ mL
t—tempo, h

Limax— velocidade de crescimento especifico durante a fase logaritmica, h™
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tg = IN 2/ timax (2)

Onde: In 2 =0,69; quando x/ xo=2

ty— tempo de geracéo

In6culo Padronizado

Incubagédo
Oh, 1% h, 3h, 4 %2 h, 6h, 9h, 12h, 18h, 24h, 36h e 48h

Diluic&o Seriada
10" a 10

I

Plagueamento
e
Determinacédo das UFC/ mL

Figura 10. Esquema para enumeragdo das unidades formadoras de colénia por mililitro das culturas de S.

cerevisiae UFPEDA 1015 e S. boulardii 17, nos meios liquidos de Sabouraud e de Batata.
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3.2.4 Atividade Antagbnica da Cultura de S. cerevisiae UFPEDA 1015
Sobre as Linhagens de E. coli

A determinacdo da atividade antagbnica das culturas de S. cerevisiae
UFPEDA 1015 e S. boulardii 17 foi realizada com culturas padronizadas em 10’
UFC/ mL, sobre as linhagens de E. coli padronizadas em 10° UFC/ mL. Para isso, as
culturas foram previamente incubadas nos meios liquidos de Sabouraud, de Batata e

de Mueller-Hinton, por um periodo de 12h a 35°C, conforme ilustrado na figura 11.

- =

E. coli UFPEDA 84 N
E coli LBFM 10 S. cerevisiae UFPEDA 1015

E. coli sorotipo O157:H7 S. boulardii 17
2 15(iv) §

Mueller-Hinton Sabouraud Batata

Incubagéo
0Oh, 3h, 6h, 9h, 15h, 18h e 24h

Diluicao Seriada
101 a 10

Plagueamento e Determinagédo das UFC/ mL

Figura 11. Esquema para avaliagdo do antagonismo microbiano das culturas de S. cerevisiae UFPEDA 1015 e

S. boulardii 17 sobre as linhagens de E. coli (UFPEDA 84, sorotipo O157:H7 e LBFM 10).
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3.2.5 Analise Estatistica

A avaliagao do crescimento das culturas de S. cerevisiae UFPEDA 1015, S.
boulardii 17 e linhagens de E. coli, em co-cultura com as leveduras, foram obtidas
pela conversao da média aritmética da contagem de células viaveis em logaritmos
comuns (Logip das UFC/ mL). A média aritmética e o desvio padrdo foram
determinados de valores observados em trés repeticoes independentes de cada

experimento.

A andlise estatistica foi trabalhada através do teste de analise de variancia
(One way ANOVA), para observagao da influéncia dos meios de cultura utilizados no
crescimento das leveduras sobre o crescimento dos microrganismos; ou do teste t-
Student (Two populations) ao nivel de significancia de p< 0,001, para observagéo da
influéncia das leveduras sobre o crescimento das bactérias. O crescimento das

leveduras foi analisado pela regressao linear.



4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliacédo do Crescimento de S. cerevisiae UFPEDA 1015

O crescimento microbiano é fortemente influenciado por fatores fisicos e
quimicos do meio onde o microrganismo € cultivado. Temperatura, pH, pressao
osmotica, agua e fontes de nutrientes, entre outros s&o os fatores de maior
importancia. Quando associados com um determinado fim permitem desde a
caracterizagcao de estruturas celulares, como a parede celular, a obtencdo ou
aumento na produgao de substancias de interesse, industrial ou ndo (AGUILAR-
USCANGA & FRANCOIS, 2003; TORTORA et al., 2003).

Objetivando a obtengdo de uma massa celular satisfatoria, utilizando para
isso condigdes simples de cultivo, S. cerevisiae UFPEDA 1015 foi cultivados nos
meios liquidos de Sabouraud e de Batata, submetido a uma fermentagdo simples,
sem agitacdo, a 35°C, durante 48 horas. Seu perfil de crescimento foi analisado
através de uma curva de crescimento construida a partir de aliquotas coletadas em
diferentes intervalos de tempo (Oh, 1h %, 3h, 4h 2, 6h, 9h, 12h, 18h, 24h, 36h e
48h).

A curva de crescimento de S. cerevisiae UFPEDA 1015 foi comparada a curva
correspondente ao crescimento de S. boulardii 17, uma levedura com propriedades
probidticas, sob as mesmas condicdes de cultivo, o qual resultou em perfis de

crescimento muito semelhantes (figura 12).

A analise de regressao linear demonstrou que o crescimento exponencial
(fase Log) dos microrganismos em fun¢do do meio liquido ndo variou
significativamente (p> 0,001). A velocidade de crescimento de S. cerevisiae
UFPEDA 1015 foi levemente superior ao da levedura padréo - S. boulardii 17,
sugerindo que a temperatura estudada (35°C) seu crescimento é mais efetivo (tabela
02).
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e

—&— Meio Liquido de Sabouraud
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Figura 12. Curva representativa do crescimento microbiano de S. cerevisiae UFPEDA 1015 e de S. boulardii

(probidtico padréo), cultivado nos meios liquidos de Sabouraud e de Batata através da enumeragcéo das células

vidveis durante 48 horas de incubagéo a 35°C.
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Tabela 02. Velocidade de crescimento especifico e tempo de geracdo celular de S.
cerevisiae UFPEDA 1015 e S. boulardii 17, nos meios liquidos de Sabouraud e de Batata,

durante a fase exponencial (fase Log) de crescimento.

Coeficiente de

Microrganismo Meio tmax (h™) ty (N) }
Correlacéo
. Sabouraud 0,048 14,3 0,990
S. cerevisiae UFPEDA 1015 Batata 0,046 15 0,993
Sabouraud 0,037 18,6 0,993
S. boulardii 17 Batata 0,037 18,3 0,086

umax - Velocidade de crescimento especifico

ty - tempo de geragao celular

4.2 Atividade Antagonica da Cultura de S. cerevisiae UFPEDA
1015 Sobre as Linhagens de E. coli

A propriedade que algumas linhagens de S. cerevisiae apresentam em
antagonizar o crescimento de outras leveduras foi descrita em 1963, por Bevan e
Makower, como fenémeno “killer’ (FLEGELOVA et al., 2002; MARQUINA et al.,
2002).

Conhecidas por produzir toxinas capazes de impedir o crescimento de outras
leveduras, as linhagens produtoras de toxinas “killer” exibem como mecanismo de
acao a indugao da lise celular por meio da formagcdo de poros na membrana
plasmatica, resultando no efluxo de ions potassio e ATP, ou interrupcédo da
duplicagao celular através da inibicao da sintese de DNA (MARQUINA et al., 2002;
PALFREE & BUSSEY, 1979).

Vislumbrando a possibilidade de usar as leveduras de fendtipo “killer” como

inibidoras do crescimento de microrganismos patogénicos, em meados de 1980,
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Polonelli e Morace investigaram a capacidade inibitoria de algumas leveduras sobre
outros microrganismos, porém o efeito antagbnico nao foi confirmado ter resultado
da acéo de toxinas “killer” (POLONELLI & MORACE, 1986).

Como o emprego de S. cerevisiae em fermentagdes industriais de usinas
sucro-alcooleiras, vinhatarias e panificadoras sdo muito comuns, a descricdo do
fendmeno “killer” se torna uma importante caracteristica empregada na sele¢cdo das
linhagens utilizadas na produgdo de bebidas, em especial, tendo em vista
resguardar o padrao de qualidade do produto final, como o vinho, por exemplo
(FLEGELOVA et al., 2002; MARQUINA et al., 2002; MEDINA et al., 1997; PEREZ et
al., 2001).

Neste estudo, a capacidade inibitéria de S. cerevisiae UFPEDA 1015 sobre
trés linhagens de E. coli foi investigada. As culturas, cultivadas no meio liquido de
Sabouraud ou de Batata, para a levedura, e no meio liquido de Mueller-Hinton, para
as linhagens bacterianas, foram co-culturadas a proporgéo de 1:5 (v/v), durante o
periodo de 24 horas. A cultura de S. boulardii 17 (Floratil® MERCK), cultivada sob
as mesmas condi¢cdes de S. cerevisiae UFPEDA 1015, foi considerada como o

probidtico padrao.

Conforme o que se observa na figura 13, S. cerevisiae UFPEDA 1015 e S.
boulardii 17 exerceram um efeito antagdnico sobre o crescimento de todas as
linhagens de E. coli estudadas. O crescimento das linhagens bacterianas co-
culturadas com S. cerevisiae UFPEDA 1015 ou S. boulardii 17 apresentou reducdes
estatisticamente significativas (p< 0,001) e superiores a 1,0 Log1o a partir das trés
primeiras horas de incubacdo, nas unidades formadoras de colb6nia, quando

comparado as culturas controle.

Ao término das 24 horas de incubacado da co-cultura entre S. cerevisiae
UFPEDA 1015 ou S. boulardii 17 e E. coli foram obtidas redugbes superiores a 2,5
Logio UFC mL™, para a linhagem de colegdo - UFPEDA 84; e cerca de 2,0 Log1o
UFC mL" para a linhagem produtora de B-lactamase (LBFM 10) e entero-

hemorragica do sorotipo O157:H7.
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Figura 13. Antagonismo microbiano exercido por S. cerevisiae UFPEDA 1015, cultivado nos meios liquidos de

Sabouraud (e) ou de Batata (V¥ ); ou por S. boulardii 17, nos meios liquidos de Sabouraud (A) ou de Batata (+),

em co-cultura com as linhagens de E. coli (m) ao longo de 24 horas de co-cultura.
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Quando a redugao das populagdes de E. coli foi comparada em fungéo do
meio de cultura utilizado no cultivo das leveduras nenhuma diferenca significativa
(p> 0,001) foi observada na populagdo viavel das linhagens bacterianas co-
culturadas, bem como nao foi observada diferenga significativa entre o efeito

antagonico exercido por S. cerevisiae UFPEDA 1015 ou S. boulardii 17.

O método da co-culturabilidade, realizado entre microrganismos probiotico e
patogénico, além de permitir a observacdo do efeito antagbnico, por meio do
acompanhamento dindmico do crescimento do microrganismo patogénico
(CHAVEERACH et al., 2004), possibilita a observacéo da influéncia de fatores como
o pH, a disponibilidade de nutrientes (FOOKS & GIBSON, 2002; TSAI et al., 2004), a
producdo de substancias antimicrobianas (CHAVEERACH et al.,, 2004) e a
capacidade de neutralizar toxinas (CASTAGLIUOLO et al., 1999).

O mecanismo de acéo exercido por S. boulardii ou S. cerevisiae tem sido
amplamente investigado. Para Gedek, o efeito protetor desempenhado por S.
boulardii em casos de infecgbes intestinais pode estar relacionado a ligacdo de
microrganismos patogénicos a superficie celular desta levedura, cuja é rica em
mondmeros de manose. A observagdo da aglutinacdo de linhagens entero-
hemorragicas de E. coli (sorotipos O157:H7 e O157:H-) e Salmonella enteritidis var.

typhimurium a superficie S. bouladii reforgam a idéia (GEDEK, 1999).

Entretanto, a ligacdo especifica de toxinas produzidas por patdégenos
intestinais a superficie da levedura S. boulardii (Laboratério Merck) também tem sido
proposto. A presencga de sitios especificos de ligacdo para a toxina colérica na
parede celular de S. boulardii foi descrito por Brandao e colaboradores, através de
teste de marcacao isotdpica ('*°1) (BRANDAO et al., 1998).

A excrecgao de proteinas capazes de impedir a ligagcdo de toxinas patogénicas
a células intestinais € outro mecanismo protetor atribuido a S. boulardii (Laboratorio
Biocodex) em infeccbes desta natureza. Para Czerucka e colaboradores
(CZERUCKA et al., 1994 apud BRANDAO et al., 1998), uma proteina de 120 KDa
produzida por S. boulardii € capaz de neutralizar o efeito patogénico da toxina

colérica através de sua suposta ligacdo aos receptores celulares desta toxina. E
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Castagliuolo e colaboradores defendem a capacidade de uma proteina de 54 KDa
em digerir as toxinas A e B, de C. difficile, e seus receptores nas células entéricas
humanas (CASTAGLIUOLO et al., 1999).

Outro provavel mecanismo de ag¢ao conferido a S. boulardii € a modulagao da
resposta imune especifica da mucosa intestinal a infecgdo por patdégenos. O
aumento significativo dos niveis de IgA anti-toxina A no intestino delgado de animais
tratados com S. boulardii (Laboratério Biocodex), apds exposi¢cao a toxina ou toxoide
A de C. difficile, foi demonstrado por Qamar e colaboradores (QAMAR et al., 2001).
Assim como a expansao dos componentes linféides da lamina intestinal e a redugao
ou auséncia de danos histolégicos, em animais infectados por V. cholerae e tratados
com S. cerevisiae W303, foram notados (BRANDAO et al., 1998).

Resultados semelhantes também foram observados em animais infectados
por S. enteritidis var. typhimurium ou Shigella flexneri tratados com S. boulardii
(Laboratério Merck) (FILHO-LIMA et al., 2000; RODRIGUES et al., 1996).

A ndo alteragcdo das populagdes bacterianas observadas nas porgoes
intestinais ou nas fezes dos animais infectados tratados com S. boulardii (Microbiol,
Com. Ind. Ltda.) (MAIA et al., 2001) ou S. cerevisiae (Laboratério UCB) (PECQUET
et al., 1991), sugerem a modulacédo do sistema imune do hospedeiro, a modulagao
na produ¢do ou agao da toxina patogénica ou a competi¢cao por sitios de adesao a

parede intestinal como provaveis mecanismos de acgao.

A reducgao da frequéncia e duragdo das diarréias ocasionadas pelo uso de
antibioticos (McFARLAND et al., 1995), a redugao da producédo de interleucina-8 (IL-
8) e aumento da resisténcia transmembranar durante infeccdo de células intestinais
humana (linhagem T84) por enteropatégenos também tem sido atribuidas a S.
boulardii (Laboratorio Biocodex) (CASTAGLIUOLO et al., 1999; DAHAN et al., 2003).

Nossos resultados sugerem que o efeito antagbnico exercido por S.
cerevisiae UFPEDA 1015, sobre o crescimento das linhagens de E. coli estudadas,
deve ser muito parecido com o mecanismo desempenhado por S. boulardii 17,

reforcando seu potencial como probiético.
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Considerando a descrigdao do fenébmeno “killer” para algumas linhagens de S.
cerevisiae, ha possibilidade do efeito antagbnico exercido pela linhagem estudada,
S. cerevisiae UFPEDA 1015, em estar relacionada a este mecanismo, 0 que nao

descarta o envolvimento de outro mecanismo de acio.

Estudos referentes a sobrevivéncia de S. cervisiae UFPEDA 1015 ao transito
gastrintestinal foram paralelamente realizados em nosso laboratério como tema de
trabalhos de conclusdo de curso (CAMARA, 2004; MORAIS, 2004). Nossos
resultados se mostraram relevantes comparados a outros, quanto a acido e a bile
tolerancias, para algumas linhagens de S. cerevisiae (AGARWAL et al., 2000; van
der AA KUHLE et al., 2004; PSOMAS et al., 2001). No entanto, a realizagéo de
estudos adicionais, visando a caracterizacao definitiva de S. cervisiae UFPEDA 1015
como probidtico, € necessaria e se fazem alvos de futuras investigacées de nosso
grupo de pesquisa; cujo visa conhecer profundamente o mecanismo de agao desta

levedura.



5.0 CONCLUSOES
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5.0 CONCLUSOES

A avaliagdo do crescimento de S. cerevisiae UFPEDA 1015 e S. boulardii 17,
através da enumeracio das unidades formadoras de coldnia, durante 48 horas de
incubagao a 35°C, demonstrou periodos de crescimento exponencial variaveis entre
os microrganismos dependendo dos meios liquidos utilizados, meio liquido de

Sabouraud ou de Batata.

O cultivo das leveduras nos meios liquidos de Sabouraud ou de Batata nao
demonstrou diferenca significativa (p> 0,001), quando comparados entre si, sobre o

crescimento das espécies de Saccharomyces estudadas.

O tempo de geracdo e o indice maximo de crescimento especifico
apresentado por S. cerevisiae UFPEDA 1015 e S. boulardii 17, nos meios liquidos
de Sabouraud ou de Batata, foram semelhantes. Estes parametros de crescimento

representam um crescimento satisfatorio.

As espécies S. cerevisiae UFPEDA 1015 e S. boulardii 17 exerceram um
efeito antagbnico sobre o crescimento de todas as linhagens de E. coli estudadas
(UFPEDA 84, LBFM 10 e sorotipo O157:H7). A co-cultura demonstrou a redugao
significativa (p< 0,001), superior a 1,0 Logio UFC mL™, no crescimento do inéculo
quando comparado ao controle, apds trés horas de incubagao, perdurando até o fim

do experimento.

Nao foi observada diferenga significativa (p> 0,001) entre a atividade
antagbnica exercida por S. cerevisiae UFPEDA 1015 e S. boulardii 17 sobre a
populacdo bacteriana. Os meios de cultura utilizados para o cultivo destas leveduras

também nao apresentaram diferenca significativa.

A semelhanga entre o efeito antagbnico exercido por S. cerevisiae UFPEDA
1015 e S. boulardii 17 sobre o crescimento das linhagens de E. coli estudadas
sugere que o mecanismo desempenhado por estas leveduras possa ser parecido. A

ocorréncia do fendmeno “killer”, para S. cerevisiae, ou a producdo de outra
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substancia com capacidade inibitoria pode ser um dos mecanismos envolvidos no

efeito antag6nico exercido por essa linhagem.



6.0 PERSPECTIVAS
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6.0 PERSPECTIVAS

Como perspectivas para futuras investigagdes relacionadas a caracterizagao
de S. cerevisiae UFPEDA 1015 como probiético, podemos citar a necessidade de
isolar o fator ou caracterizar os mecanismos responsaveis pela atividade antagonista
exercida por este microrganismo sobre o crescimento de E. coli, observado em

experimentos in vitro.

O estudo do efeito de S. cerevisiae UFPEDA 1015 sobre a infecgao causada

por E. coli ou outros patdgenos intestinais, em experimentos in vivo.

A avaliagdo de sua capacidade em desconjugar acidos biliares, estimular a
resposta imune (especifica e ndo especifica), bloquear enzimas implicadas na
formacao de radicais livres (nitroredutase, B-glicuronidase e azoredutase), adesao as

células epiteliais intestinais, entre outros.

Investigar a capacidade em utilizar carboidratos de importancia prebidtica,

como inulina e fosfooligossacarideos.

Desenvolver preparagdes probidticas (iogurtes ou preparagdes farmacéuticas/

veterinarias) tendo S. cerevisiae UFPEDA 1015 como um probidtico.
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