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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo selecionar e tatizar uma linhagem d&ymomonas
mobilis como potencial probidtico para isso a pesquisadioidida em trés etapas.
Numa primeira etapa foi avaliada a atividade deliémgens d&. mobilisfrente a 49
microrganismos patogénicos pertencentes a cincergg&rbacterianos e um fangico.
Apoés selecdo da linhagem com atividade antagbnamarecrescimento satisfatério no
meio SSDL foi avaliada sua tolerancia ao acidoidi@mo (meio SSDL com pH
ajustado para 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0) e bile fmwvias concentra¢gdes de 0,125; 0,25;
0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 e 4,0 p/v. Posteriormemiealvaliada a susceptibilidade desta
linhagem a dez diferentes antimicrobianos utiliza€m clinica médica. Este ensaio foi
realizado pela técnica de difusdo em meio soligagmizado pelo CLSI. A segunda
etapa deste trabalho constou da determinacao dgamsmo quantitativo da cultura de
Z. mobilis selecionada em co-cultura coBEscherichia coli 0157:H7 ou com
Escherichia coliATCC 8739 e do acompanhamento do pH destas culiNesta etapa
também foi estudada a influéncia do indéculaZdenobilis em diferentes concentracdes
(10', 1¢, 10 UFC/mL) sobre a sua atividade antagdnica ao lag®4 horas. Na
terceira etapa, foi avaliada a possibilidade destecacdo d&. mobilispara a corrente
sanglinea e para os 06rgdos vitais em camundon@@s, iaoculacdo através de
gavagem oral da cultura (LUFC/mL) trés vezes ao dia. As linhagensZdemobilis
foram capazes de inibir o crescimento de 10 an®deRseudomonas aerugingséde
Escherichia coli 7 deStaphylococcus aurews5 deSalmonella enterica 1 Salmonella
choleraesuis, mas né&o inibiu 10 amostras &aterococcus faecalisem as 11 de
Candida albicansDas dez linhageng,. mobilisUFPEDA 355 apresentou velocidade
maxima de crescimento em meio SSDL, superior asagere atividade antagOnica
sendo selecionada para as etapas posterioresh@&gém UFPEDA 355 apresentou-se
tolerante a0 meio SSDL em pH superior a 2,5 e astas concentracdes de bile
ensaiadas. Esta linhagem mostrou um perfil de lsédade a cefoxitina, azitromicina,
sulfazotrim, imipenem, cloranfenicol, amoxicilinei@ clavulanico e de resisténcia a
ofloxacina, amicacina e ampicilina. A atividadeaginica d&Z. mobilisUFPEDA 355

foi dependente da concentracéo do inéculo, cujac@mdas células viaveis, em relacéao
ao controle, foi da ordem de 1,60 * 0,06,4ddFC/mL paraE. coliO157:H7 e de 1,67

+ 0,07 logo UFC/mL paraE. coli ATCC 8739. Nao houve diferenca significativa dos
valores do pH da cultura d& mobilise de suas co-culturas nos diferentes inéculos
(p<0,05).Z. mobilisUFPEDA 355 néo foi capaz de penetrar na correartgignea, nem
de causar alteracdes morfolégicas nos rins, figaalm e intestinos de camundongos.

Palavras-chave: Probidticos, Zymomonas mobilis atividade antagonica,

microrganismos multidroga resistentes
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ABSTRACT

This work had the objective of selecting and chard@ing a strain oiZymomonas
mobilisas a potential probiotic, for this the researcks di@ided into three stages. In the
first stage the activity of ten strains @f mobilis were assessed on 49 pathogenic
microorganisms belonging to five bacteria genus ane fungical. After selection of
strain with antagonistic activity which had saigbry growth in the SSDL medium its
tolerance to chloridric acid (SSDL medium with pHjusted to 2.0; 2.5; 3.0; 3.5 and
4.0) and bovine bile in concentrations of 0.122500.5; 1.0; 1.5; 2.0; 3.0 and 4.0 p/v.
Subsequently the susceptibility of the strain to thfferent antimicrobials used in
clinical medicine. This test was carried out byfuifon technique in a solid medium
that is praised by the CLSI. A second stage ofwliek proved the determination of the
guantitative antagonism of tt#® mobilisculture in a co-culture witlEscherichia coli
ATTC 8739 and pH accompaniment of these culturéso A this stage the influence of
the Z. mobilisinoculation was studied at different concentratighd, 16, 10 CFU
/mL) on its antagonistic activity through twentyafohours. In the third stage, the
possibility of Z. mobilis translocation to the blood stream was assessednawmidal
organs of mice also. After inoculation using gavemghod of the culture 2CFU/ mL
three times a day. Th& mobilisstrains were able to inhibit the growth of 10 steaf
Pseudomonas aeruginos& of Escherichia coli, 7 of Staphylococcuaureusand 5 of
Salmonella entericand 1Salmonella choleraesuisbut did not inhibit 10 samples of
Enterococcus facaeli®or even 11 ofCandida albicans The tenZ. mobilis strains
UFPEDA 355 presented a maximum growth velocity @&bdke others, in SSDL
medium and the antagonistic activity was selected the subsequent stages .The
UFPEDA 355 strain presented it self as being &mieto SSDL medium in pH above
2.5 and to all the concentrations of bile testdds Btrain showed a sensibility profile to
cefoxitin, azitromycin, sulfazotrin, imipenem chdonphenicol, clavulanic acid,
amoxicillin and resistance to ofloxacin, ampicilland amikacin. The antagonistic
activity of UFPEDA 355Z. mobilis was dependent of the inoculum concentration
whose reduction of viable cells, on the control W@ + 0,06 logy CFU/mL forE. coli
0157:H7 and 1.67 = 0.07 lggCFU/ mL for E. coli ATCC 8739. There was no
significant difference in pH values for tlze mobilisculture and its co-cultures in the
different inocula (p<0.05). The UFPEDAmMobiliswas not able to penetrate the blood
stream, not even cause morphological alterationshén kidneys, liver, spleen and
intestines of the mice.

Key words: Probiotic, Zymomonas mobilisantagonistic activity, multidrug-resistant
microorganisms.
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1 INTRODUCAO

As bactérias denominadas probidticas auxiliam camegno hospedeiro no
desempenho de varias fungbes como protecdo a defecsintese de vitaminas e
enzimas, dentre outras. Quando a microbiota prichi@ reduzida ou eliminada por
doencas ou pela administracdo de antimicrobianas reposicdo € obrigatéria
(FULLER & GIBSON, 1997).

A utilizacdo de microrganismos com caracteristipesbioticas faz parte da
histéria da civilizagdo do homem (FULLER, 1988; HIHR & GIBSON, 1997).
Microrganismos probioticos séo bactérias que prenuzefeitos benéficos no
hospedeiro, utilizadas para prevenir e/ou trat@ndas, sdo promotores de crescimento
e imunoestimulantes (COPPOLA; TURNES, 2004).

Uma destas preparacdes probidticas é o “aguammdiya fermentada
naturalmente poZymomonas mobilisio Agave atrovirensespécie de planta muito
utilizada pelos astecas nos rituais religiosos pagaencao e tratamento de infeccdes
intestinais (GONCALVES DE LIMA et al, 1970).

O antagonismo microbiano promovido pelos microrgiaais probidticos tem
assumido um papel importante na tecnologia de atimse pois eles estdo diretamente
relacionados a capacidade de produzir e tolerar conaentracdo elevada de acido
latico, permitindo a inibicdo de outros microrgamis, favorecendo desta forma a
competicdo com eles num ecossistema. Por iss@ettes avancos tecnoldgicos estdo
sendo desenvolvidos utilizando bactérias acidodati principalmente na industria de
alimentos. Indistrias como a DanBne a Nestl estdo investindo bastante no
melhoramento de seus produtos, contendo micromasiprobioticos com o propdsito
de aumentar a imunidade e reduzir transtornos tinéés dos seus consumidores
(BRANDAO, 2002; CHIODA et al., 2007).

Zymomonas mobili®@ uma bactéria Gram-negativa, em forma de bas®nete
curtos e largos, pertencente a fam#ghingomonadaceaeque podem ser encontrados
de forma isolada ou aos pares. Seu primeiro isgiomecorreu em 1911, quando
Backer e Hillier estudavam a “doenga da Cidra” (G2MVES DE LIMA et al., 1970;
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FALCAO MORAIS, 1982; KOSAKO et al., 2008pud KALNENIEKS, 2006; WHITE
et al., 1996,).

Em 1924, Lindner foi o primeiro pesquisador a régoras propriedades
antagonicas da cultura d& mobilis sobre cocos piogénicos e bactérias entéricas
patogénicas. Motivados pelas propriedades antag®rdesse microrganismo, VAarios
médicos da cidade do Recife trataram com éxitoscastnicos de colites, cistites e
vulvovaginites (LOPES et al., 1980; MAGALHAES NET& al., 1958; PAULA
GOMES, 1959; SOUZA; SOUZA, 1973; WANICK et al., IT)7Porém, para que esta
bactéria seja classificada como microrganismo pitalu, € necessario que se comprove
uma série de caracteristicas que assegurem ségiafec a seguranca do consumidor.
Esses critérios necessarios sdo resumidos emssstentde a acidez estomacal, a bile;
capacidade de colonizar o trato gastrintestinatoelyzir substancias antimicrobianas
capazes de inibir o crescimento de microrganisnmaigenos e ser segura para a
utilizagdo em humanos (LEE; SALMINEN, 1995).

A translocacao bacteriana é um potencial indica@dotoxicidade bacteriana e &
O primeiro passo para um processo patogénico caupad bactéria enddgenas
oportunistas. As bactérias atravessam a mucosstiirgke em direcdo a lamina propria,
linfonodos mesentéricos e seguem em direcdo a@argubseqientemente, podem
disseminar-se pelo corpo causando septicemia, ehdglhas multiplas de orgaos e
morte (GUARNER; MALAGELADA, 2003; STEFFEN; BERG 138ZHOU et al.,
2000).

Diante deste relato e sabendo do grande potaecaiéutico d&. mobilis foi
alvo deste trabalho a caracterizacdo de uma culaifamobilisquanto a sua tolerancia
em meio acido e em meio contendo bile bovina. Tamkdéi investigada a
suscetibilidade da cepa selecionada aos antimamobie seu efeito em co-cultura com
microrganismos patogénicos. Uma possivel patogtadel desta cepa para
camundongos foi avaliada através da sua translocdgaluz intestinal para orgaos
vitais. Esses critérios sdo necessarios para erajuagte microrganismo no conjunto de

microrganismos probioticos utilizados em alimerdosnedicamentos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Probidticos

O conceito de probiéticos foi publicado pela priraevez em 1908 por um
cientista russo, Elie Metchnikoff. Segundo estenttséa, o longo tempo de vida
observado entre os aldeGes bulgaros estaria rnebinoao grande consumo de produtos
a base de leite fermentado contendwtobacillus bulgaricus(GOMEZ-GIL et al.,
1998; SANDERS, 2000; WILLIAMS & WILKINS, 2006).

O termo ‘probidtico’ deriva do grego e significar@pvida”. Em 1974, Parker o
utilizou para descrever suplementos alimentarespgooviam o crescimento animal
(FULLER, 1990).

A definicdo aceita atualmente é de que sdo bastépe produzem efeitos
benéficos ao hospedeiro, utilizadas para prevéoir tatar doencas, sdo promotores de
crescimento e imunoestimulantes (COPPOLA; TURNEG(Q42 Deste modo, 0s
probioticos tém sido administrados a humanos efimas experimentais, com a
finalidade de prevenir e/ou tratar infec¢cOes vaginarinarias e, principalmente,
intestinais (GUARNER, SCHAAFSMA, 1998).

Varios géneros de bactérias tém sido utilizados ocqmobidticos, a saber:
Lactobacillus spp Bifidobacterium spp Streptococcus salivariusStreptococcus
intermedius Streptococcus termophilug€Enterococcusfaecium Lactococcus lactis
Leuconostoc mesenteroiddediococcus acidilacticiBacillus cereus Também tem
sido relatada a utilizacdo de leveduras, c@accharomyces cerevisiae, Saccharomyces
boulardii e Candida pintolopesie fungos comd@spergillus niger e Aspergillus oryzae
(GOMEZ-GIL et al., 1998; COPPOLA, TURNES, 2004).

As bactérias mais utilizadas em produtos alimesgicsdo espécies de
Lactobacilluse Bifidobacterium(ROBERFROID, 2000; BOYLE et al., 2006). Dentre
as bactérias laticas pertencentes ao géhaobobacillus destacam-séactobacillus
acidophilus, L. casei, L. reuteri, L. johnsonii, plantarum e L. salivaris; pertencentes
ao génerdifidobacterium destacam-sB. bifidum, B. breve, B. infantis, B. lactis,
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B. animalis, B. longum e B. thermophil(@OLLINS et al., 1998; LEE et al., 1999;
SANDERS; KLAENHAMMER, 2001).

Os iogurtes e leites fermentados sé@o os aliments conhecidos que contém
microrganismos probidticos, entretanto algumasedaides de queijo e sorvetes estao
sendo estudadas como potenciais carreadores aassesyanismos (STANTON et al.,
2001). Produtos como o iogurt da marca DanonegParanca) e Yakult (Tokio, Japao)
sdo exemplos destes alimentos, ambos possugctobacillus paracasei na sua
constituicdo, sendd. paracaseiShirota no primeirog L. paracaseilmmunitas no
segundo (SANDERS, 2003).

No Brasil sdo comercializadas varias preparagOanafzéuticas probidticas:
Florati® - MERCK (Saccharomyces boulardiliofilizado); FloraX’ - HEBRON
(Saccharomyces cerevisi@n flaconetes); Ginoflor&- HEBRON Saccharomyces
cerevisiaeem comprimidos vaginais); Biovicefin- GEYER @acillus cereusem
flaconetes); Bac-resistente — SANU®acgtobacillus acidophilusem flaconetes);
Camboacy — FARMAVY I(actobacillus acidophilugm flaconetes); Leiba — UNIAO
QUIMICA (Lactobacillus acidophilus em flaconetes) (DICIONARIO DE
ESPECIALIDADES FARMACEUTICAS, 2000/2001). Nestas eparacoes
farmacéuticas, os microrganismos probidticos podestar disponiveis como: pdés,
suspensdes ou comprimidos e podem ser incorporadosprodutos alimenticios
(BRINK et al., 2005).

2.1.1 Propriedades de uma bactéria probittica

Segundo Lee & Salminen (1995), para uma bacténiacersiderada como
probidtica € necessario que ela obedeca a algutésias, tais como: ser de origem
preferencialmente humana; resistente a acidez astinresistente a bile; possuir a
habilidade de colonizar o trato gastrintestinabdoizir substancias antimicrobianas e
ser segura para a utilizagdo em humanos, ou sejapaz de causar infeccdes ao

hospedeiro.
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Os microrganismos probiéticos devem possuir a inoieé para modular respostas do

sistema imunoldgico e influenciar na atividade rnéli@a, como por exemplo, na

assimilacdo do colesterol, atividade da lactas®@uygéo de vitaminas.

Diversas pesquisas foram realizadas e os mecangenaisiacdo dos probidticos

foram publicados por FOX, 1988; JIN et al., 1990WR.E et al., 2006. Alguns deles

foram descritos a seguir:

No intestino, os microrganismos probidticos realiaama rapida metabolizacédo
de substratos (acuUcares, vitaminas, amininoacigosteinas) tornando-os
indisponiveis aos patégenos e, por consequéncipedimdo a proliferacéo
destes. Estudos realizados “in vitro” sugeriram gu&rorganismos probioticos
competiam mais eficientemente por glicose monoragheacetil glucosamina e
acido sialico, que podem ser encontrados no coatdddcolon (FERREIRA;
ASTOLFI-FERREIRA, 2006);

Através da producdo de acidos organicos: acidoolaticido butirico, &cido
propidnico e acido acético, provocam uma reducaphhintestinal, tornando o
meio impréprio para a multiplicacdo de varios patags. Esses acidos
organicos podem se difundir pela membrana celuldiberar prétons no
citoplasma do microrganismo patogénico. Conseqiferiee h4 dissipacdo do
potencial de prétons da membrana, devido a acddic do citoplasma, e
inibicdo do mecanismo de transporte de substra@cgo de energia e sintese
de macromoléculas (FERREIRA; ASTOLFI-FERREIRA, 206

Os microrganismos probidticos secretam proteinastébocinas), peroxido de
hidrogénio e biossurfactantes para sobreviver at tgastrintestinal e poder
competir com bactérias patogénicas, inibindo aiferacdo e a aderéncia destas
ao epitélio intestinal;

Podem estimular a produgdo de anticorpos, citocnasatividade fagocitica
contra patdégenos no intestino e em outros tecidago;

Aumentam a atividade enzimatica no trato gastrimals através da producéo
de enzimas como a lactase;

Alguns probidticos induzem a producdo de mucinapeélulas do epitélio
intestinal. A mucina € uma proteina relacionada eoproducdo de muco que

confere uma protecdo maior ao epitélio intestinal,
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2.1.2 Utilizac&o de probioticos em diversas patolas

Os probidticos tém sido introduzidos na terapéufieaa o tratamento e
prevencdo de varios transtornos intestinais. Bastécomo: Shigella, Salmonella,
Clostridium difficile Eschericha colisdo responsaveis por 85% dos casos desta
enfermidade, seguidas pelas parasitoses intestigaissadas por protozoarios e
helmintos, com 10% e virus com 5% (CONNOR, 2005IMBEIRA-SEQUEIRA et al.,
2008; ROLFE, 2000; YATES, 2005).

Calderon et al. (2007) avaliou o efeito de difeesrtipos de cultura probiotica
em iogurte sobre populagdes conhecidasStgphylococcus aureug&scherichia coli
0157:H7 elisteria monocytogengpotenciais patdégenos intestinais, e observaram um
efeito inibitério na populacdo destes microrganismdMatsumoto et al. (2008)
demostraram que a administracdo oraBdelobacterium longunprotege ratos contra
septicemia causada poPseudomomonas aerugingsaim importante patégeno
oportunista que possui inumeros fatores de viridéecque infecta principalmente
individuos imunocomprometidos (VALDEZ et al., 2005)

Em pesquisas realizadas cobactobacillus kefir foi observado que estes
microrganismos foram capazes de antagomizeitro a adesao e invasao 8almonella
enteritidis devido a presenca de uma proteina S presenteanealep celular destes
microrganismos. O génet®almonellaé um dos enteropatdgenos mais extensivamente
estudados, capazes de causar uma variedade dasl¢&@LOWCZYC et al., 2007).
Fayol-Messaoudi et al. (2005) demonstraram queasaepas de lactobacilos foram
capazes de induzir um grande decréscimo na viabl#idde Salmonella enterica
Typhimurium, devido a moléculas, diferentes do @dadico, presentes na cultura.

Os microrganismos probidticos também sdo utilizados tratamento das
doencas intestinais inflamatorias cuja etiologiedaindo esta esclarecida. Existe uma
hipotese de que estas doencas sejam resultadoaleambinacéo de fatores genéticos,
ambientais e do sistema imunolégico (BROEKAERT; WAR, 2006). Elas séo
caracterizadas por uma inflamacgéo intestinal cebrd@crecorrente e incluem colite
ulcerativa e doenca de Crohn (MARTEAU et al., 200dlLLIAMS & WILKINS,
2006).
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A atuacdo dos probioticos na reducdo do risco deeapnento do cancer é
provavelmente dada pela neutralizacdo dos efe@nstgxicos e mutagénicos (SAAD,
2006). Entretanto, o mecanismo preciso pelo quabigticos podem inibir a
carcinogénese ainda é desconhecido (CAPURSO 208k).

Outra atuacdo das bactérias probibticas é nas deaiérgicas cujas reacdes
imunoldgicas sdo mediadas por IgE frente a alésgeao nivel das mucosas
nasofaringea, da conjuntiva, bronquica e da pefeteRasma, edema de glote, eczema
atopico, urticaria sdo as manifestacdes clinicas freqientes (DE LUIS et al., 2005).
Um exemplo do efeito probidtico é a habilidade egghicrorganismos em reduzir
sintomas da dermatite atépica (BROEKAERT; WALKERQ®).

Estudos desenvolvidos por Rautava et al., 2002 pooraram gue 0 consumo
de probidticos contendb. rhamnosusepa GG por gestantes e lactantes aumentou o
nivel de fator de crescimento e transformafgdama citocina antialérgena, no leite
materno.

Estudos tém demonstrado que a ingestdo de micisrgas vivos contidos em
iogurtes tem produzido efeitos benéficos também pamtadores de intolerancia a
lactose, em adultos e criangas (ROLFE, 2000).

A intolerancia a lactose € decorrente da deficermmingénita da enzim@:
galactosidase. Esta deficiéncia € responsavel m&ba digestdo e ndo absorcdo da
lactose (ROLFE, 2000). Além de iogurtes, leitesmiemtados podem aumentar
eficientemente a digestdo da lactose e conseqlieatacdo de hidrogénio, tornando-a
bem tolerada em individuos intolerantes a lactosea das razdes para estes efeitos é
presenca da enzim&galactosidase contida nos produtos fermentadas,realiza a
digestao da lactose provavelmente no intestincadelVRESE et al., 2001). Assim a
atividade da lactase produzida por estes microsgams no intestino pode facilitar a
digestdo da lactose, sua subseqiiente absorcdo essmnpromover alguma melhora
clinica dos sinais de intolerancia a lactose (RQLEDO0).

Além dos efeitos benéficos citados em individudsi@énantes a lactose, estudos
em humanos e em animais tém sugerido que a ingéstda de produtos fermentados
com probiéticos também pode reduzir os niveis ggride lipidios (BROWN;
VALIERE, 2004). Ainda ndo se sabe ao certo qualkcanismo de acgé&o utilizado pelos
probioticos para reduzir os niveis séricos de talek porém alguns autores sugerem

que produtos da fermentacdo bacteriana, especd#it@ndcidos graxos de cadeia curta
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podem inibir a sintese de colesterol no figado wsaaa mobilizagdo do colesterol
plasmatico para o figado. Foi sugerido também ggsesemicrorganismos aumentem a
atividade da enzima hidrolase, responsavel pela@ligd dos sais biliares, aumentando
desta forma a excrecao do colesterol (BROWN; VALHE-R004).

Lee & Salminen (1995) reportaram guactobacillus acidophilugepa NCFM
tem consideravel capacidade para assimilar cotéster

Em uma revisdo, De Roos e Katan (2000) demonstrararastudos realizados
com seres humanos que a ingestad.aeobacillus acidophiluse deEnterococcus
faeciumera capaz de reduzir os niveis de colesterolsséric

Bactérias probidticas também sdo capazes de promaopmotedlise da caseina
durante a fermentacéo do leite, levando a formaedpeptideos bioativos que podem

reduzir a pressao sanguinea de hipertensos (SANDERS).

Estudos realizados em humanos com leite fermerdadtendoL. helveticuse
tripeptideos bioativos (Isoleucina-Prolina-Prolma/alina-Prolina-Prolina) mostraram
que houve uma significativa reducédo tanto da poessstolica como da diastolica.
Sugerindo que esse mecanismo anti-hipertensivgaestéacionado a inibicdo da
enzima conversora de angiotensina (JAUHIAINEN gt24105).

Probibticos podem ser utilizados no tratamentoidersis infeccées, como por
exemplo, nas infeccbes urogenitais, causadas paincente porEscherichia coli,
responsavel por mais de 85% destes casos (FAO/WMO1). Estas infeccdes
caracterizam-se por afetarem rins, bexiga, uretagina e constitui um problema
mundial que afeta mais de 300 milhdes de mulheseam (REID, 2001).

Lactobacillus crispatugepa CTVO5L. rhamnosusepa GR-1 &.. fermentum
cepa RC-14 possuem excelente potencial para rastaumicrobiota urogenital e desse
modo, reduzir o risco de infec¢des do trato urm@REID, 1999). Esta primeira espécie
possui a habilidade de colonizar a vagina e prodoaiitro peréxido de hidrogénie
esta sendo testado para prevenir a recorrénciagieites bacterianas (REID; BRUCE,
2001).

Produtos do metabolismo dos lactobacilos possueito eantagonista contra
patégenos urindrios e vaginais. Os biossurfactaiitgeem a adesdo, os acidos,
bacteriocinas e peroxido de hidrogénio inibem osamento e as moléculas de

agregacao blogueiam a dispersao dos microrganigatogénicos (REID, 2001).
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2.1.3 Influéncia dos microrganismos probioticos sab o sistema imune

Macrofagos, neutréfilos, células natural killer e sistema complemento
representam os principais componentes do sistemaoidgico, e é a primeira linha de
defesa contra muitos microrganismos (FAO/WHO, 2001)

A resposta do sistema imunoldgico inclui trés pssos: reconhecimento da
particula estranha, destruicdo da mesma e poraidimegulacdo da resposta imune
através de células especializadas e mediadoresitcgias. A resposta imune nao
especifica é realizada pelos fagécitos (monécitasidiagos, e os neutrofilos) que
reconhecem, neutralizam e destroem 0s microrgasigmatogénicos. Enquanto que a
resposta especifica é produzida pelos linfécitoqjuU®g secretam anticorpos e 0s
linfécitos T que produzem citocinas (AMROUCHE, 2D05

As bactérias presentes no limen intestinal reptasen maior estimulo para o
desenvolvimento do sistema imune da mucosa in&stm hospedeiro. Isto € refletido
na imensa quantidade de IgA produzida pelo intestima abundancia de células T no
tecido conjuntivo e no epitélio intestinal. SegurMotelone et al. (2006), a interagédo
entre a bactéria comensal e as células intestaaaism ocorrer em trés sitios distintos:
nas células M, nas placas de Peyer e no folicafdidie isolado. O primeiro contato
ocorre ao nivel da placa de Peyer, onde a célukxdduta a translocacado do antigeno
bacteriano do Iimen intestinal para o tecido. Aerta bacterianos também podem
entrar no tecido através das células M, sendo mesligpelas células dendriticas.
Células dendriticas sédo células encontradas ncstimbe e que constantemente
apresentam antigenos as células T, resultandovaga e diferenciacdo destas ultimas
(MADSEN, 2006). Outro sitio indutor da resposta e representado pelo foliculo
linféide isolado, que contém células B assim comdloilas dendriticas e uma pequena
quantidade de células T (MONTELONE et al., 20063:(BRA 1).
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Segundo Neumann et al. (1998) o efeito sistémicmglestao dé.actobacillus
acidophiluspoderia ser devido a translocagdo destes micrizrgas para os linfonodos
mesentéricos, onde eles poderiam ativar macrofagosélulas dendriticas, que
liberariam citocinas pro-inflamatorias e ativadodss fagocitose. Este autor relatou
ainda que esta cepa Hactobacillusé capaz de estimular a capacidade de fagocitose
dos macréfagos.

De acordo com Amrouche (2005) a interagdo entrécntds chamadas dg®&
presentes no DNA das bactérias probioticas comptes chamados “Toll-Like”,
presentes na membrana das células dendriticagstdma imunoldgico, gera um sinal
que € transmitido ao nucleo dessas células, indozirm sinal de transducdo que
resultara na sintese de citocinas (FIGURA 2).

Células epiteliais

intestinais
Linfécitos
A = intraepiteliais
z Luz
Células intestinal P
dendriticas :
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FIGURA 1: Descricdo esquemaética geral do sistema imunol@gsociado a mucosa
intestinal (AMROUCHE, 2005)
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Olivares et al. (2006) demonstraram que com o c¢onsde produtos contendo a
combinagéo déactobacillus gasserCECT 5714 d.actobacillus coryniformi<CECT
5711 induziu um aumento nos niveis sericos de azlabtural killer, IgA e 1gG e
também nos niveis fecais de IgA, principal imunbglma envolvida na defesa das
mucosas. Concluindo que o consumo de probidticoeatama proporcdo de células
fagocitarias como mondcitos e neutroéfilos, e coiieatemente o processo fagocitério.
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FIGURA 2: Interacdo entre os componentes bacteriahast¢bacillus grasseyie a
célula dendritica. TLR = Receptor Toll-Like (AMROWE, 2005).
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2.2 Zymomonas mobilis como probidtico

Zymomonas mobilisdo bactérias Gram-negativas, anaerdbias fawakate
geralmente moveis. Apresentam-se em forma de l&ts®ourtos e largos, isolados ou
aos pares e, mais raramente, em cadeias de poovidasles medindo de 2 a 6um de
comprimento e de 1 a 2um de largura. Podem ser mohafotriquias, apresentando 1
ou 4 flagelos com comprimento médio de 5um (FIGUBR) (GONCALVES DE
LIMA et al., 1970; FALCAO MORAIS, 1982).

O primeiro isolamento d&. mobilisfoi atribuido a Backer e Hillier, em 1911,
quando estudavam a “doenca da Cidra”. Por faltanddinémio latino para a bactéria,
a descricéo desses pesquisadores nao foi valifadaCAO MORAIS, 1982).

Em 1924, Lindner isoloZ. mobilis do “aguamiel”’, seiva doce de algumas
espécies dé\gaveabundante no México e a denominou Taermobacterium mobili
Esta espécie de planta era utilizada na producdontke bebida chamada pulque
mexicano, referido por Clavigero como produto miedicusado pelos astecas, como
agente terapéutico eficaz contra disturbios ima#ti Posteriormente, essa bactéria foi
denominada d&. mobilispor Kluyver & Niel em 1936 (GONCALVES LIMA et al.,
1970; MAGALHAES NETO et al, 1958ptualmente, aceita-se a classificacéo proposta
por Swings & De Ley (1977) que reconhece o gérermobilissubsp.mobilis e Z.
mobilis subsppomacii(FALCAO MORAIS, 1982).

Z. mobilistem sido isolada em diversos tipos de bebidasaagdas: vinhos de
macad e de péra, na Europa; cerveja deterioradd)haassBritanicas; seiva de palmas
diversas, na Africa, Asia e Américas, e caldo dedarmentado, no Brasil (FALCAO-
MORAIS, 1982/1983).

Em meio liquido, seu crescimento é observado phka densidade celular
dispersa ou pelo sedimento flocoso. Crescem emei@tya que variam entre 25 a
42°C e em pH de 3,5 a 7,9. Em meio solido, caliaeterse pelo lento crescimento e
por apresentaram coldnias convexas, creme ou eghcadas com 1 ou 2 mm de
diametro apés 48h a 30°C (FIGURA 3A) (SWINGS; DEY,EL977; HOLT et al,
1994).
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FIGURA 3: Aspecto macroscopico das colbnias (A) e micromoofi000x) (B) de
Zymomonas mobilis

Apés 2 dias de incubagdo, a glicose presente no endermentada por completo,
produzindo etanol, COe uma pequena quantidade de acido latico. Tragos d
acetaldeido também sao detectados e acido sucsihiesta presente quando ha extrato
de levedura no meio (SWINGS; DE LEY, 1977).

O estudo bioquimico deste microrganismo foi imoiapor Kluyver &
Hoppenbrowers em 1931 (MAGALHAES NETO et al., 1958} principal
caracteristica bioquimica do génerlgmomona® sua capacidade de produzir etanol e
CO;, partir de glicose, frutose e sacarose (SWINGS;LBEF, 1977). Além disso, ela é
capaz de produzir, simultaneamente, fermentacamolada e latica (GONCALVES
LIMA, 1968).

O mecanismo de formacdo do etanol foi assuntontke s€rie de trabalhos de
Gibbs e Moss e, segundo esses autores, a congagficose em anidrido carbbnico e
etanol é feita por um mecanismo diferente, peloaa&m parte, do esquema glicolitico
classico de Embden-Meyrhoff-Parnas, admitindo unaasemelhante a descrita por
Entner & Doudoroff (1952) par&@seudomonas saccharophilapesar desta via ser
caracteristica de microrganismos restritamentebaas §MAGALHAES-NETO, 1958).

O rendimento e a producdo de etanol gormobilistém sido discutido em
diversos trabalhos, e sdo comparaveis ao que senotdm as leveduras. Segundo,
Kalnenieks (2006) esta producao é de 3 a 5 vezissragmda do que a observada pelas
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leveduras. O crescimento celular ndo é dependent®msumo de agucar, o que pode
ser (til em fermentac&o continua (FALCAO-MORAIS82)

Trabalhos realizados por Gongalves Lima et al68)9 mostraram a acao
antagonista relevante d&. mobilis contra Proteus morganii, Salmonella typhi,
Escherichiacoli, Staphylococcus aureuSarcina lutea, Micrococcus citreus, Neisseria
catarrhalis, Streptococcus faecalis, Bacillus bssvicontra algumas espécies de fungos,
comoAspergillus niger.

Jales et al. (1999) e Vasconcelos (2002) observarantitativamente o efeito
antimicrobiano da cultura e do liéfilo d& mobilis sobre Staphylococcusureus e
Candida albicansrespectivamente.

Wanick & Da Silva (1971), mostraram que pacierngegadoras deéNeisseria
gonorrhoeae, Trichomonas vaginakCandida albicandoram curadas depois de 6 a
15 dias de tratamento cafm mobilisna forma liquida e de geléia.

Souza & Souza (1973) observaram que o tratamentolgites e vulvovaginites
com Z. mobilis foi eficaz contra patdégenos comBscherichia coli, Neisseria
gonorrhoeaeTrichomonas vaginalis Staphylococcus spp.

Em 1997, Bacelar avaliou a acdo da culturaZdemobilis na inibicdo do
desenvolvimento da peritonite em camundongos, lelamodo a formagédo de abscessos e
mortalidade, obtendo uma reducédo da mortalidadi®élepara 33%.

Segundo Lopes et al. (1980) 100% dos pacientesltra conZ. mobilistiveram
o desaparecimento dos sinais e sintomas de enligzedmacterianas, como também a
erradicacdo da bactéria patogénica e normobioséloda intestinal. Em pesquisas
realizadas por Rocha (2003), a cultura liofilizadi®Z. mobilis mostrou atividade
inibitéria frente Escherichia coliprodutoras deB-lactamase nas primeiras horas de
contato e, segundo a autora, esta atividade aumeato o tempo de contato.

Em trabalhos realizados por Santos et al. (2084yve uma reducdo da
quantidade de vermes adultos Sehistosoma mansgrem camundongos infectados,
apos tratamento oral com cultura demobilis,bem como um aumento dos niveis de
interferon gama (INF) e do fator de necrose tumoral (TNfF no sangue de dez

camundongos sadios, ap0s estimulagdo com essa roakura.
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Calazans et al., 2000 observou que a levana, ealinte frutose, produzida por
diferentes linhagens déymomonaspresentavam ac¢éo antitumoral que variava com o
peso molecular do polissacarideo.

Azerédo (2004) em seu trabalho realizado com tégesral deZ. mobilis
UFPEDA 202 em ratos Wistar concluiu que a mesnmaos®ortou como uma bactéria
ndo patogénica e ndo toxica, quando testada ers k&fistar. Este resultado nos

motivou a estudar uma linhagem diferente da utlkzpela autora em camundongos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Selecionar e caracterizar linhagenZgimomonas mobilisom perfil probidtico.

3.2 Especificos

Selecionar linhagens deZ. mobilis com atividade antagdnica sobre

microrganismos de patogenicidade reconhecida;

Avaliar a tolerancia d&. mobilisa ser selecionada ao meio contendo diferentes

valores de pH e diferentes concentracdes de bile;

Determinar a suscetibilidade de uma cepZ.deobilisa ser selecionada frente a

antimicrobianos;

Verificar a atividade antagbnica d@e mobilisem trés diferentes concentragbes
de in6culo sobré&scherichia coliO157:H7 ouEscherichia coliATCC 8739 ao longo
de 24 horas;

Mensurar o pH da cultuza mobilis Escherichia colie da co-cultur&. mobilis
E. coliao longo de 24 horas;

Avaliar uma possivel translocacdo de mobilis da mucosa intestinal para a

corrente sanguinea,

Avaliar as possiveis alteracdes morfologicas déaasyitais (figado, baco, rim e
intestino) de camundongos apods ingestao da cuiiZa mobilisUFPEDA 355 durante

7 dias consecutivos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Microrganismos

Para este estudo foram utilizadas dez cepaZ.dmobilis catalogadas na
Colecdo de Cultura do Departamento de Antibiétimm®mo: UFPEDA 199, UFPEDA
200, UFPEDA 201, UFPEDA 202, UFPEDA 204, UFPEDA 208-PEDA 355,
UFPEDA 356, UFPEDA 358, Z297. Estas culturas forgemtiimente cedidas pelo
Prof.° José Otamar Falcdo de Morais que as isaloantke o processo fermentativo para
producdo de etanol e as identificou. A tabela 1traas origem e 0 ano de isolamento
destas cepas.

A atividade antagonica das dez cepaZ.deobilisfoi avaliada contra um grupo
de bactérias multirresistentdsnterococcus faecalidC 068, IC 144, IC 245, IC 295,
IC 56288, IC 56354, IC 55671, IC 55915, IC 5599&kcherichia coliIC 18;
Staphylococcus aureud 3, 14, 15, IC 27, IC 138, IC 311, IC 404)Pseudomonas
aeruginosa(IC 01, IC 02, IC 03, IC 10, IC 12, IC 13, IC 1€ 16, UFPEDA 39). Os
perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos deastierorganismos foram previamente
determinados e estdo apresentados na tabel&séherichia coli O157:H7 foi
proveniente da FIOCRUZ —-RJ (Fundacdo Oswaldo Croz Rio de Janeiro);
Escherichia colil A foi isolada do queijo tipo coalho; quatro aiipos deSalmonella
foram provenientes do Laboratoério Central do Estiel®ernambuco (LACEN-PE).

Sete microrganismos de colecdo representantes di® g@nero bacteriano
estudado: Enterococcus faecalisATCC 27212; Escherichia coli ATCC 8735;
Staphylococcus aureusATCC 6538; Pseudomonasaeruginosa ATCC 9027,
Pseudomonas aeruginosdFPEDA 39, Salmonella choleraesuiéaTCC 14028 (ATCC-

microrganismos pertencentes a American Type Cu@atkection), eSalmonella



MESQUITA, A.R. C. Caracterizacdo fgmomonas mobilidFPEDA 355... 18

entericaUFPEDA 415 (UFPEDA-microrganismos pertencente Ee¢Zm de Cultura do
Departamento de Antibioticos da Universidade Fdddea Pernambuco). Também
foram utilizadas onze cepas d&andida albicansisoladas de espécimes clinicos
(TABELA 2). As bactérias e leveduras foram mantidas agar inclinado de Mueller-

Hinton ou Sabouraud, respectivamente e foram mas8db refrigeracéo a 4°C.

4.1.2 Animais

Foram utilizados 12 camundongswiss do sexo masculino, da linhageévtus
musculg com = 60 dias de idadpesando aproximadamente 25g, desmamados aos
21dias, provenientes do Biotério de Criagdo do Dapwento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco.

Os animais foram mantidos em gaiolas de poliaileem numero de 6 por
gaiola, a temperatura de 22 + 2 °C , sob condigdesdo de iluminacado (ciclo claro-
escuro de 12/12 horas), tendo livre acesso & agagie LABINA®. Os procedimentos
adotados no manejo dos animais foram realizadosad®do com as normas
preconizadas pelo “National Institute Guide for&and Use of Laboratory Animals” e
aprovados pelo Comité de FEtica em Experimentacdoim#&n da UFPE
n°23076.005814/2008-18 (ANEXO).

Os animais foram divididos em dois grupos:

= Grupo controle (n=6): formado por camundongos @eelseram, por gavagem,

0,3 mL de 4gua diariamente (3 vezes ao dia poad ainsecutivos);

» Grupo tratado (n=6): composto por animais que @b também por
gavagem, 3 vezes ao dia por 7 dias consecutiv@s,nfl, da cultura de

Zymomonas mobilisa concentracéo de 1lOFC/mL.
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TABELA 1: Origem e ano do isolamento das linhagengydeomonas mobilis

Origem
Linhagens deZymomonas mobilis Substrato do
Ano Local
Isolamento
UFPEDA 199 Caldo de cana picado 1970 Recife
UFPEDA 200 Caldo de cana picado 1970 Recife
UFPEDA 201 Caldo de cana picado 1970 Recife
UFPEDA 202 Caldo de cana picado 1970 Recife
UFPEDA 208 Caldo de cana 1981 Usina Bulhdes, JabpRE
UFPEDA 355 Caldo de cana 1987 Engenho de Alagdas, A
UFPEDA 356 Caldo de cana 1988 Vicéncia, PE
UFPEDA 204 Caldo de cana 1980 Usina nao identific&P
Caldo de cana com . o
UFPEDA 358 1988 Usina Cruangi, Timbauba, PE
melaco em fermentacao
7297 Caldo de cana 1997  Destilaria Miriri, SantaRPB

UFPEDA: Universidade Federal de Pernambuco — Dapanto de Antibidticos
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TABELA 2: Origem e perfil de suscetibilidade dos microrgaros utilizados nos

testes antimicrobianos

Microrganismos Origem Resisténcia Sensibilidade
Enterococcus faecali€ 00068 Urina CLO; ERI; TET; ATM TEIC
Enterococcus faecali€ 00144 Urina CLO; TET; ATM TEIC
Enterococcus faecali€ 55245 Urina ND TEIC
Enterococcus faecali€ 55295 Urina ND TEIC
Enterococcus faecali€ 56288 Urina CLO; GEA'\\:\;ALET; ATM; TEIC; VAN
Enterococcus faecali€ 56354 Urina CLO; ERI; TET; ATM TEIC
Enterococcus faecali€ 55671 Urina CLO; GEN; TET; ATM TEIC
Enterococcus faecali€ 55915 Urina ND TEIC
Enterococcus faecali€ 55995 Urina CLO; ERI; TET; ATM TEIC

CLO; AMP; CFL; CTX;
e . MER; SZT; AMI; GEN;
Escherichia colATCC 8739 ATCC ND CIP: TET: IMP: CPM:
TOB; NIT; ATM
CLO; AMP; CFL; CTX;
L ; ) MER; SZT; AMI; GEN;
Escherichia collO157:H7 INCQS 0071 FIOCRUZ-RJ ND CIP: TET: IMP: CPM:
TOB; NIT; ATM
Escherichia colil 1A Isolada de alimento ND ND
Escherichia coliC 18 Urina AMP; CFO CTX
Salmonella choleraesusTCC 14028 ATCC ND ND
Colecgéo de
Salmonella enteric FPEDA 415 microrganismos da ND ND
UFPEDA
Salmonella entericRubislaw 3373 IC ND ND
Salmonella enteric&aintpaul 391 IC ND ND
Salmonella enteric&natum P-58 _Isolado do_ molusco ND ND
Biomphalaria glabrata
Salmonella entericAnatum 873 IC ND ND
Staphylococcus auredsTCC 6538 ATCC ND ND
Staphylococcus aureds ND ND ND
Staphylococcus aureds! ND ND ND
Staphylococcus aurelS 15 ND ND ND
Staphylococcus aurel§€ 27 ND AMP; CFO; ERI; AMOX IMP; SZT
Staphylococcus aurel€ 138 ND ND ND
Ferida do dedo GEN; AMI; CFO; CTX;
Staphylococcus aurelS 311 CLO; SZT; ERI; TET; PEN CIP
Staphylococcus aurelS 404 Secrecdo da GEN; AMI; CFO; CTX; CIP

ororfaringe CLO; ERI; TET
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Pseudomonas aeruginosd CC 9027 ATCC ND ND
CIP; GAT; GEN; AMI; CFL;
. Hemocultura CFO;
Pseudomonas aeruginofa 01 CTX: CPM: CLO: IMP: ATM
MER
. ~ - CIP; GAT; GEN; AMI; CFL;
Pseudomonas aeruginoka 02 Secrec¢do hepatica CFO: CTX: COM: CLO: ATM
IMP; MER; SZT
CIP; GAT; GEN; AMI; CFL;
Pseudomonas aerugino¥a 03 Secrecdao traqueal CFO; ATM
CTX; CPM;CLO; IMP; MER
CIP; GEN; AMI, CFL; CFO;
. ~ . CTX;
Pseudomonas aeruginofa 10 Secregdo abdominal CPM: TOB: ATM: IMP: ND
MER
AMI; CFL; CFO; CTX;
. . CPM; CIP; GENT; TOB;
Pseudomonas aeruginofa 12 Urina ATM: IMP: MER: SZT: ND
NIT; NAL; CLO; TET
CFL; CFO; CTX; CIP; GEN;
Pseudomonas aerugino¥a 13 Urina TOB; SZT; NIT; NAL; CLO; MER
TET; NOR
Pseudomonas aeruginoka 14 ND ND ND
GAT; GEN; AMI; CFL;
. CFO; CTX; COM; CLO;
Pseudomonas aeruginofa 16 Hemocultura IMP: MER: SZT: AMP- ND
SUB; ATM
Colecgéo de
Pseudomonas aeruginosiFPEDA 39  microrganismos da ND ND
UFPEDA
Candida albicandC 01 Cavidade oral ND Miconazol
Candida albicansgC 03 Cavidade oral ND Miconazol
Candida albicandC 07 Cavidade oral ND Miconazol
Candida albicandC 08 Cavidade oral ND Miconazol
Candida albicansgC 09 Cavidade oral ND Miconazol
Candida albicansC 11 Cavidade oral ND Miconazol
Candida albicandC 12 Cavidade oral ND Miconazol
Candida albicansC 16 Cavidade oral ND Miconazol
Candida albicansgC 17 Cavidade oral ND Miconazol
Candida albicandC 19 Cavidade oral ND Miconazol
Candida albicansC 22 Cavidade oral ND Miconazol

AMI: Amicacina 30 pg; AMOX: Amoxicilina 10 pg; AMPAmpicilina 10 pg; AMP-SUB:

Ampicilina/Subactam 10 pg/10 pg; ATM: Aztreonam @@; AZl: Azitromicina 15 pg; CFL:

Cefalotina 30 pg; CFO: Cefoxitina 30 pg; CIP: Cifmwacina 5 pg; CLO: Cloranfenicol 30 pug;
CPM: Cefepime 30 pg; CTX: Cefotaxima 30 pg; ERItrBmicina 15 pg; GAT: Gatifloxacina 10
ng; GEN: Gentamicina 10 pg; NAL: Acido Nalidixic® $tg; NIT: Ntrofurantoina 30 pg; NOR:
Norfloxacina 10 pg; PEN = Penicilina G 10 Ul; IPMiipenem 10 pug; MER: Meropenem 10 ug;
TEIC: Teicoplamina 30 pg; TET: Tetraciclina 30 pg§OB: Tobramicina 10 pg; SZT: Sulfazotrim
25 pg; VAN: Vancomicina 30 pg; ATCC: American Tyg@lture Collection; FIOCRUZ-RJ:

Fundacéo Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro; IC: Isokdthico; IA: Isolada de alimento; INCQS:
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em 8aldD: Nao determinado; UFPEDA:

Universidade Federal de Pernambuco- Departamentmtil@oticos.
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4.2 METODOS

4.2.1 Manutencgao da cultura d&ymomonas mobilis

As culturas deZ. mobilisforam mantidas em meio Standard Swings e De Ley
(SSDL), com a seguinte composicdo em g/L: glica3@;2extrato de levedura 5,0. O
pH deste meio foi ajustado antes da autoclavagem @& (SWINGS & DE LEY,
1977)

Subcultivos deZ. mobilisforam realizados mensalmente em meio liquido de
SSDL e incubados a 35°C durante 48 horas, em segstds culturas foram mantidas

sob refrigeragéo a 4°C.

4.2.2 Pré-fermentacéo e fermentacéo

A pré-fermentacao foi realizada em meio SSDL (SW8\& DE LEY, 1977),
cuja composicado em g/L é: glicose 20,0 e extratededura 1,0 (pH 7,2). As solucdes
desses sais foram preparadas separadamente eagadas a 120°C por 15 minutos.
Em seguida estas solugdes foram misturadas e depidaa(MAGALHAES NETO et
al, 1958; LOPES et al, 1980). O inoculo para afpréentacéo foi concentrado pela
centrifugacdo de 90mL de uma cultura incubada @hdras em meio SSDL. Esta
centrifugacgdo ocorreu a 4.000 rpm, e a 4°C durddtainutos.

A fermentacéo foi iniciada pela transferéncia diduca de pré-fermentacdo para
0 meio SSDL, numa proporcdo que representa 10% @av volume inicial de

fermentacdo. A partir desta transferéncia foi adei a fermentacao que durou 18 horas.
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4.2.3 Enumeracao das unidades formadoras de coldsia

Apo6s 18 horas de fermentacdo, uma aliquota de miidro da cultura deZ.
mobilis foi diluida de forma seriada e plagueada sobre eio n"$SDL. As placas
semeadas foram incubadas durante 24 horas a 3@%3. ésta incubacao, foi realizada

a enumeracédo das células viaveis.

4.2.4 Teste de pureza

As culturas d&. mobilisem meio SSDL foram semeadas em meio Saboraud e
Mueller-Hinton para detectar uma possivel contagiinade fungos ou bactérias,

respectivamente.

4.2.5 Selecdo e avaliacdo da atividade antagbnic& dliferentes linhagens de

Zymomonas mobilis frente a microrganismos patogénicos

A selecdo e avaliacdo da atividade antagonicaZdemobilis frente a
microrganismos patogénicos foram determinadas skegum método “agar spot
test’descrito por Schillinger & Lucke (1989), e &stsquematizado na figura Bara
esta avaliacdo foram utilizados 49 microrganisnesset sendo 10 cepas de
Enterococcus faecalis8 de Staphylococcus aureus4 de Escherichia coli, 10 de
Pseudomonas aeruginos® deSalmonella entericall deCandida albicansAlguns
destes microrganismos apresentaram fendtipo dstéesia a varios antimicrobianos
(TABELA 2). Esta avaliacdo foi realizada com cepmles Z. mobilis previamente
descritas no item 4.1.1.

Das culturas d&. mobilis,uma aliquota d&0 pL contendo TOUFC/mL foram
semeados em placas contendo 8 mL de agar SSDuleaitkas a 30°C por 48 horas. Em
cada placa foram semeadas de 3 a 4 linhagersmdebilis Apds a incubacédo, 1 mL da
cultura do microrganismo-teste padronizada efJFC/mL foi incorporado a 9 mL de
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meio semi-solido de Mueller-Hinton ou de Sabouraudertidos sobre as placas

previamente semeadas.

As placas foram homogeneizadas, colocadas em suipgrfana até total solidificacéo e

incubadas a 30°C, durante 24 horas. As leituraarfaefetuadas utilizando uma régua

calibrada em milimetro medindo-se o didmetro doo hd¢ inibicdo em torno do

crescimento d&. mobilis Estes ensaios foram realizados em duplicata.

12 ETAPA

Cultura de
Zymomonas mobilis

27 ETAPA

L
I 10 % vy

| Incubacdo por 48h & 30°C

Semeio de 10 pL da cultura de 2. mobils

Incubagio I
24hi30°C

1 mL da suspenséo do
microrganismo-teste
padronizads (107 UFC/mL)

9 mL de Mueller-
Hinton ou
Sabouraud semi-
=dlido

Leitura do hala de
inibicdo (mm)

FIGURA 4: Esquema da avaliacdo da atividade antagonicdydeomonas mobilis

frente seis diferentes tipos de patogenos.
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4.2.6 Avaliacdo da tolerancia da cultura deZymomonas mobilis UFPEDA 355
frente a diferentes valores de pH

A linhagem deZ. mobilisUFPEDA 355 foi escolhida para dar continuidade a
este trabalh@om base no indice de crescimento especifico ern hupiido de SSDL
cujo valor foi 0 mais alto quando comparado as deifivdhagens estudadas (dados néao
publicados).

A avaliacéo da tolerancia ao acido cloridrico daituras de&Z. mobilisUFPEDA
355 foi determinada segundo o método descrito poohken et al. (1999), e esta
esquematizada na figura 5.

Para esta avaliacdo, o pH do meio liquido SSDlpfeviamente ajustado com
acido cloridrico 1N. Dessa forma, foi obtida umdeséle tubos com meio SSDL cujo
pH fora ajustado para 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0.

Um mililitro da cultura deZ. mobilis contendo 1 UFC/mL, foi posto em
contato por 4 horas a 30°C com 9 mL do meio ligWdoSSDL acidificado. ApGs a
incubacdo, uma aliquota de 0,5 mL de cada culuirdiluida seriadamente de 1@
107 e um mililitro de cada uma das diluicées foi ipmmado a 9 mL de meio semi-
sélido de SSDL e vertidos sobre uma placa cont@na. de meio soélido de SSDL. As
placas foram homogeneizadas, colocadas em supeplama até total solidificacdo e
incubadas a 30°C, durante 48 horas. A leitura &allizada pela enumeragdo das
unidades formadoras de colonias (UFC) de cada asaulturas d&. mobilis.

O tempo de 4 horas foi estabelecido de acordo cesguisas realizadas por
Charteris et al. (1998), onde foi elaborada umadwogia para avaliar a sobrevivéncia
de microrganismos probi6ticos no trato gastrint@stiSegundo os autores, esse é 0
tempo necessario para o microrganismo chegar estimb delgado.
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4.2.7 Avaliagdo da tolerancia da cultura d&ymomonas mobilis UFPEDA 355 a bile

bovina

A tolerancia da cultura d& mobilisUFPEDA 355 a bile bovina foi determinada
pelo método descrito por Jacobsen et al. (19983t&esquematizada na figura 5.

A bile bovina foi pesada e solubilizada em agustildela de modo a obter
solucbes com concentracfes de 40%; 30%; 20%; 108p2%5%; e 1,25% p/v. Estas
solu¢des foram autoclavadas a 121°C, por 15 minlutos mililitro de cada uma das
diluicdes foi posto em contato, por 4 horas a 3@y 9 mL da cultura d&. mobilis
em meio liquido de SSDL por 24 horas de incubacéo.

Ap6s o contato, as culturas foram diluidas senedde de 16 a 10’ e um
mililitro de cada uma das diluicdes foi incorpora@® mL de meio semi-solido de
SSDL. Em seguida, este conteudo foi vertido solaeas que continham 8 mL do meio
sélido de SSDL. Estas placas foram incubadas a 80t@nte 48 horas. A leitura foi
realizada apds incubacao, pela enumeracdo dasdesiflarmadoras de colbnia por mL
(UFC/mL) deZ. mobilis
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FIGURA 5: Esquema pratico para avaliacdo da acido-bile &otga deZymomonas
mobilis UFPEDA 355.

4.2.8 Determinagaan vitro da suscetibilidade deZymomonas mobilis UFPEDA 355

aos antimicrobianos

A susceptibilidade dez. mobilis UFPEDA 355 a dez antimicrobianos foi

realizada pela técnica descrita por Bauer & Kirb§66) modificada preconizada pelo

CLSI, e esta esquematizada na figura 6. Esta ®&chaseia-se na inibicdo do

crescimento de um microrganismo na superficie dio ohe cultura inoculado, ao redor

de um disco de papel filtro impregnado com umardet@da droga. Este método

informa se o microrganismo é sensivel ou resistanien determinado antibiético ou

quimioterapico numa concentracdo conhecida (Clinarad Laboratory Standards
Institute-CLSI, 2003).
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Os antimicrobianos utilizados foram obtidos do iizdmite CECON (Centro de
Controle e Produtos para Diagnéstico LTDA- Sao &®&RP): Eritromicina (ERI-15 ug);
Cefoxitina (CFO -30 ug); Azitromicina (AZl -15 upgRfloxacina (OFX -5 ug);
Sulfazotrim (SUT -25 pg); Imipenem (IPM -10 pg);o€infenicol (CLO -30 ug);
Acido clavulanico/ Amoxicilina (AMC -30 pg); Amicata (AMI -30 pg); Ampicilina
(AMP -10 pg).

O meio foi preparado segundo as instrugdes dosfabtisantes (BIOBRAS e

VETEC) e esterilizados em autoclave por 15 minat@21°C.

Os in6culos bacterianos foram obtidos a partircddura de 24 horas de. Z
mobilis, incubada a 30°C em meio liquido de SSDL. A culhaeteriana foi diluida em
agua destilada e calibrada en? UFC/mL. Em seguida, um mililitro desta suspenséo
foi incorporado a 9 mL de meio semi-solido de SSDaste conteudo foi vertido sobre
placas de 60 mm que continham 8 mL do meio sélidoS8DL. Discos de papel
contendo os antimicrobianos foram depositados pearficie do meio sélido de SSDL
previamente semeado. As placas foram incubadaS@G @@rante 48 horas. As leituras
foram efetuadas utilizando uma régua calibrada dimetro medindo-se o diametro do
halo de inibicdo em torno do disco. O critério deeiipretacdo foi o0 mesmo descrito
para os microrganismos da famitiaterobacteriaceapreconizado pelo CLSI (2003).
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FIGURA 6: Esquema pratico para a determinagdovitro da suscetibilidade de

Zymomonas mobilidFPEDA 355 aos antimicrobianos.

4.2.9 Influéncia da concentracdo celular de&Zymomonas mobilis UFPEDA 355
sobre sua atividade antagonica frente &scherichia coli O157:H7 ou Escherichia
coli ATCC 8739

Nesta determinacdo, 50 mL da culturaZdenobilispadronizada em 2@u 16
ou 10 UFC/mL foi adicionada & cultura d&scherichia coliO157:H7 ouEscherichia
coli ATCC 8739 padronizada em®UFC/mL numa proporcéo de 1:1 mL.

A enumeracgdo das células viaveiskeherichia coliao longo das 24 horas de
contato foi realizada apos diluicbes, seguida dmjy#amento em meio solido de
Mueller-Hinton e incubacdo a 37°C por 24 horas. Usnameracdo para a cultura

controle deE. colie paraZ. mobilistambém foram realizadas (FIGURA 7).



MESQUITA, A.R. C.

Caracterizagdo dgmomonas mobil§FPEDA 355... 30

Estes procedimentos foram repetidos a cada 3 téass 12 horas e apos 24 horas de

contato. Nestes mesmos intervalos foram retira@asasl culturas aliquotas de 5 mL

para afericdo do pH.

Ezcherichig coll
2157:HT ou ATCC 8739
(109JF CimL)

Zmomonas mobils
[10%, 108, 10°FUFCmL)

Co-cultura de Zymomaonas mobilis e
(108 108, 10° JFCimL)
Escherichia colf OM5T:HT ou ATCC 5739

105 UFChmL)
— .
T
0,5 mL de J \ Sml de cada cultura foramretirados para a
cada cultura aferigao do pH
pAmL o5mL OSmL 0AmL O5SmL 05mL pH
f—
Dilvigdes seriadss

IRIIRY

4 5 mL agua destilada
esterilizada

Aliguotas de 10 pL

Erumeragio das r"n"‘ﬁ. Placas com agar
UF CimL “ . — — hueller- Hinton

FIGURA 7: Esquema para determinacdo da atividade antagasecaiferentes
concentracoes d@ymomonas mobilis§FPEDA 355 frenté=scherichia coliO157:H7 e
Escherichia coliATCC 8739



MESQUITA, A.R. C. Caracterizacdo fgmomonas mobilidFPEDA 355... 31

4.2.10 Determinacdo de uma possivel translocacdo dé&momonas mobilis
UFPEDA 355 da mucosa intestinal dos camundongos [@aa corrente sanguinea

Os animais foram anestesiados com tiopental (020gL do animal),
administrado por via intraperitoneal. Assepsia d@x com polivinilpirrolidona foi
realizada e em seguida, aproximadamente 1 mL dgusafoi coletado através de
puncao cardiaca. O sangue foi cultivado em meiod@de BHI (Brain Heart Infusion)
por 24 horas a 37°C. Apoés incubacao, estas culforasm semeadas sobre os meios;
agar MacConkey, para isolamento de microrganismoaméegativos e em agar
sangue para outros microrganismos ou fungos. Estegios foram repetidos 48 horas

apos a incubacao destas culturas.

4.2.11 Avaliacédo histolégica do figado, baco, riresintestino de camundongos apos
ingestao da cultura de Zrmomonas mobilis UFPEDA 355

ApoOs a coleta do sangue, os animais foram saadc@m camara de G@ara

a retirada do baco, figado, rins e intestinos. @Q&das foram lavados em solucéo salina
a 0,9% esterilizada, cortes transversais foranizestds nos 6rgdos, de modo a facilitar
a penetracao da substancia fixadora de Carnoy. Afi@acao, por aproximadamente 1
hora, foram obtidos trés fragmentos de cada org@mindo em torno de 0,5cm de

espessura, de trés regifes distintas. Esses framgnéoram submetidos a rotina

histologica: desidratacdo;,diafanizacdo, impregnaga parafina, inclusdo em blocos
de parafina, execucdo da microtomia, secagem @eamlaos cortes, desparafinizacéo
das preparacbes histologicas, hidratacdo em suossdianhos de proporcdes

decrescentes de alcodis, segregacdo e coloracdéndiass pela hematoxilina-eosina

(HE), desidratacao, clarificagdo e montagem dapapagdes com resina e laminula
(ANEXO).



MESQUITA, A.R. C. Caracterizacdo fygmomonas mobilidFPEDA 355... 32

Em seguida, a leitura das laminas foi realizadangeroscopio optico, com
aumento de 40 e 100 vezes. O objetivo foi obsexsquossiveis alteracdes morfolégicas

das células e tecidos.

4.2.12 Andlise estatistica

Calculos estatisticos foram utilizados para dedori do comportamento
individual das variaveis em estudo (médias e degyémirao) e para a comparagao entre
as meédias das amostras independentes foi utilinaéste t de Student, cujo nivel de

significancia foi de p< 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagdo da atividade antagOnica de diferenteBnhagens de Zymomonas

mobilis frente a microrganismos patogénicos

Os resultados da atividade antagonica das linhagienZ. mobilis estéo
apresentados na tabela 3 e na figura 8.

As linhagens deZ. mobilis avaliadas quanto as suas atividades antagonicas,
tiveram poder inibitério sobre o crescimento de roriganismos Gram positivos:
Staphylococcus aurewsGram negativog?seudomonas aerugingdascherichia colie
Salmonellaentericade diferentes sorotipos. O intervalo dos valoredidonetro dos
halos de inibicdo para os microrganismos ensaifctms situado entre 19,5 + 4,6 e 24,3
+ 8,3. Entretanto, estas linhagens nao apresentatandade sobreEnterococcus
faecalise Candida albicans

Z. mobilisUFPEDA 199 e UFPEDA 201 foram as linhagens massatsobre o
crescimento dos microrganismos testes e nao fobm®readas diferencas significativas
entre seus antagonismos p<0,05. Enquanto queagkni Z297 foi a que apresentou o
menor efeito inibitdrio, quando comparada as du@sgiras cepas (p<0,05).

Quando foram analisados os resultados do antagordeZ. mobilisUFPEDA
201 frente ao conjunto de microrganismos ensaitma®nstatado quStaphylococcus
aureus 311, Escherichia coli ATCC 8739 e Pseudomonas aeruginoséC 10
apresentaram maior sensibilidade quando comparsideanais microrganismos e que
os valores dos halos de inibicdo obtidos com aialieZ. mobilisUFPEDA 201 para
estes géneros nao diferiram estatisticamente p<0,05

As amostras d&almonellaforam mais sensiveis a a¢do da linhagem UFPEDA
202 deZ. mobilis quando comparada as outras linhagé&ass amostras ensaiadas,
Salmonella enteric@natum P-58 mostrou ser a mais sensivelS antericaAnatum
873 a mais resistente cujos valores dos halosibigaon foram da ordem de 24,3 mm *

7,0 e 14,4 mm £ 5,8, respectivamente.
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Das bactérias utilizadas neste estuBgsgeudomonas aeruginos®i a que
apresentou maior sensibilidade a acdo dos metabdléZ. mobilise foi seguida por
Escherichia coli Staphylococcus aureus Salmonella entericaEstatisticamente nao
houve diferenca significativa (p<0,05) da sengihaitie destes géneros a acédoZde
mobilis

Nossos resultados estdo de acordo com estudozadksi por Teixeira (2005),
que realizou um estudo sobre a atividade antag@®Za mobilisUFPEDA 202 sobre
diversos sorotipos dgalmonellae realizada pela técnica das cinéticas bacter{Gitiae
Killing Curves Methods) Segundo a autora, todos os sorotiposSdénonellaaqui
estudados mostraram-se sensiveis a atividade aitagfeZ. mobilisUFPEDA 202 e
0 sorotipo Anatum 873 foi 0 que apresentou menusibeidade.

Em relacdo a atividade antagonica de mobilis sobre S. aureus nossos
resultados foram melhores do que os encontradoPaloés et al. (2001) e Martins et
al. (2006). O primeiro analisando a atividade dastdrias acido laticas isoladas de
produtos carneos encontrou que 13,5% destas inibi@mescimento d&. aureus O
segundo demonstrou que 75% das bactérias acidadasoladas de fezes de suinos
possuiam atividade antagbnica soBreaureusATCC 6538, que foi a mesma cepa
utilizada em nosso estudo. Ambas pesquisas foratizados de forma semelhante as
nossas.

Em pesquisas realizadas por Freitas (2001), foershdo queZ. mobilis
demonstrou atividade inibitdria significativa frerStaphylococcus aureusbtidos de
isolados clinicos e esta inibicdo foi proporcional tempo de incubacgéo. Jales et al
(1999) observaram quantitativamente efeito inimtdia cultura e do lidfilo dez.
mobilis sobreStaphylococcus aureus.

Z. mobilisndo apresentou atividade antagonica fré&baedidaalbicans Este
resultado esta de acordo com os apresentadosesararie por Koll et al. (2008) que ao
estudar atividade antagonica de 22 cdpastobacillusisolados da cavidade oral de
humanos frent€andida albicansconcluiu que nenhuma das cepas testadas fora capa
de inibir o crescimento desta levedura. Tais radok ndo corroboram com os de
Vasconcelos (2002), que observou o efeito inilotdia cultura e do liéfilo d&. mobilis
sobreCandida albicansatravés da curva de crescimento fungicida de48 horas de

contato, neste trabalho todas as culturas foramopadas em FOUFC/mL.
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As melhores reducdes do indculo @e albicansforam observadas apds 9 horas de
contato com a cultura e 24 horas para o liofilo.

Em nosso estudo, ndo foi observada também atwidathgbnica dg. mobilis
frente Enterococcudaecalis Este resultado contrasta com os encontrados poting
et al. (2006), que em trabalho citado anteriormesetiéficou atividade de 75% das
bactérias acido laticas possuiam atividade inilitépbreE. faecalisATCC 19433.
Apesar de os halos de inibicdo terem sido os merereontrados no estudo, entre 1 e 4
mm.

A atividade antagOnica de bactérias probidticaeae em parte a capacidade
gue estes microrganismos tém de formar acido laticacido acético a partir de
carboidratos, promovendo a reducdo do pH do meknolp, consequentemente, 0
crescimento de microrganismos patogen@EE & SALMINEN, 1995). Outra
importante caracteristica destes microrganismos groaducdo de bacteriocinas e
peptideos bacterianos que sado peptideos compléxos aintetizados nos ribossomos
da célula bacteriana e que sdo lancados extracekide apresentando atividade
bactericida ou bacteriostatica (GARNEAU et al., 20Parametros como pH do meio,
producdo de bacteriocinas e compostos do metalwlignmario e secundario da
cultura deZ. mobilis podem estar relacionadas a atividade antagonista dactéria
sobre o crescimento & aureuskE. coli, S. entericae P. aeruginosaapresentada neste

trabalho.
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TABELA 3: Atividade antagbnica de dez linhagengZgimmomonas mobilisente diversas cepas de microrganismos patdogenos

Linhagens deZymomonas mobilis - valores dos halos de inibicdo (mm) — (X £ DP)
. , UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA
Microrganismos-teste

199 200 201 202 204 208 355 356 358 2297
E. faecalis(n=10) 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 00 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0 90,0
E. coli(n=4) 296 +£10,1 26,3+4,2 30,0+49 266+6,3 16,0+x111/5+12,6 13,8+9,2 175+126130+£9,1 8,5+9,8
Salmonella(n=6) 246+6,7 226+59 242+73 247+7385+50 192+70 150+74 17,746 1828 10,4+8,2

S. aureugn=8) 28,6 £18,7 20,2+ 13,6 30,9+16,4 25,7 +14,6 15,7+13,5 21,0+13,8 18,7 +12,5 16,5+ 14,3 14,2+155 54+10,2
P. aeruginosgn=10) 341+56 279+70 36, 7+74 320x7,205+3,7 188+36 16,2+43 21,3+53 24839 11,4+10,3

C. albicans(n=11) 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0 900 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 00
ATCC: American Type Culture Collection
DP: Desvio padréo

IA: Isolada de alimento
IC: Isolado clinico

UFPEDA: Universidade Federal de Pernambuco-Depearitorde Antibidticos
X: Média aritimética
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FIGURA 8: Atividade antagonica de 10 linhagensZlemobilis (1-UFPEDA 199, 2-
UFPEDA 200, 3- UFPEDA 201, 4-UFPEDA 202, 5- UFPER®8, 6- UFPEDA 355,
7- UFPEDA 356, 8- UFPEDA 204, 9- UFPEDA 358, 10-Zpffente a 4 dos 6 géneros
de microrganismos estudadds) Staphylococcus aured€ 138,B) Escherichia coli
entero-hemorragica (EHEC) 0O157:HT) Salmonella entericaAnatum P 58, D)
Pseudomonas aerugino$a 14.
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5.2 Avaliacao da viabilidade celular da cultura deZymomonas mobilis UFPEDA
355em meio acido

O efeito do pH sobre a viabilidade derdobilisUFPEDA 355esta representado
na tabela 4.

Apoés contato por 4 horas, a culturaZlemobilis mostrou-se sensivel ao meio
SSDL em pH 2,0 e tolerante aos em pH 2,5; 3,0. Airpdo pH 3,5 foi observado
crescimento atingindo uma concentracao celular ,dé @ 0,01 log UFC/mL. Estes
resultados corroboram aos de Cavalcanti (2004)agakou o perfil de tolerancia de 13
cepas deZ. mobilis (UFPEDA 199, UFPEDA 200, UFPEDA 201, UFPEDA 202,
UFPEDA 203, UFPEDA 204, UFPEDA 208, UFPEDA 353, BBRA 356, UFPEDA
386, , 2194, 2297, Z397) ao acido cloridrico e fimsu que 100% delas eram tolerantes
em meio SSDL em pH 3,0.

Z. mobilisé capaz de crescer em valores de pH que variam &% e 7,9. E
segundo Swings e De Ley (1977), esta bactéria passa resisténcia natural a
ambientes acidos, sendo encontrada em bebidasrieias com valores de pH abaixo
de 4, como vinho e a cidra.

Estudos correlacionam a toleréncia Zde mobilis aos altos niveis de etanol
durante o processo fermentativo, a presenca denbimes e do acido cisvacénico na
membrana celular, os quais protegem a bactériactlts toxicos do etanol e da
presenca de acidos orgéanicos oriundos do seu niistabo(BRINGER et al., 1985;
HERMANS et al., 1991; MOREAU et al., 1997; SCHIMIRT al., 1986).

Este ou um mecanismo analogo poderia estar rekaioa tolerancia dé. mobilisao

acido cloridrico encontrada no presente estudo.
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A resisténcia ao transito gastrintestinal conistitunais importante critério de
selecdo para bactérias probidticas. Visto que oieatéacido do estbmago e os sais
biliares secretados no duodeno sdo os maiores @dhgsepara a sobrevivéncia das
bactérias ingeridas. Esses microrganismos precggdreviver a passagem pelo trato
gstrintestinal para que possam competir com osgues patdégenos presentes neste
local (COLLADO; SANZ, 2006; HUTT et al., 2006; MARNS et al., 2006; SUCCI et
al., 2005).

Embora as caracteristicas mais importantes dagrizciprobioticas sejam o0s
seus efeitos benéficos sobre a salde do hospedegaa realidade sdo o conjunto de
propriedades fisiologicas e bioquimicas, a avatiagd comportamento tecnoldgico,
como a tolerancia a acidez, é muito importanteetecdo de linhagens para aplicacdes
alimentares (CHUNG et al., 1999; GUGLIELMOTTI et, &007).

Vernazza et al. (2006) estudaram a tolerancisadas/cepas dBifidobacterium
a diferentes valores de pH (2,0; 3,0; 4,0) e obdiveresultados concordantes com 0s
nossos. Eles verificaram uma maior tolerancia arealiguais ou superiores ao pH 3.
Segundo os autores, esta tolerancia variou de @cord a espécie avaliada.

Diversos sdo os trabalhos que descrevem o isotamendeterminam a
viabilidade de microrganismos probiéticos, printipante dos génerdsactobacillus
Bifidobacteriume Saccharomycesm ambientes acidificados. A variacdo do tempo de
exposicao destes microrganismos a um pH acidoeindia diretamente na viabilidade
celular que é dependente também do microrganisalaso (CHOU; WEIMER,
1999; DUNNE et al., 2001; JACOBSEN et al., 1999R&HAT et al., 1992).



MESQUITA, A.R. C. Caracterizacdo fgmomonas mobilidFPEDA 355... 40

TABELA 4 : Viabilidade de ¥momonas mobilis FPEDA 355em logo UFC/mL apés

4 horas de contato em meio SSDL acidificado.

Viabilidade celular d&. mobilis
pH UFPEDA 355 apoés 4h de contato
Logio UFC/mL (X £ DP)
2,0 0
2,5 5,42 +0,39*
3,0 8,62 + 0,01*
3,5 9,38 + 0,02
4,0 9,45+ 0,01
Controle T 9,21+0,14
Controle Ty 9,39+0,31

X: Média aritimética

DP: Desvio-padrao

Controle T: Cultura controle no tempo inicial

Controle T;: Cultura controle apés 4 horas de incubacédo

*Houve diferenca significativa, quando comparadms@ntrole (p< 0,05)

5.3 Avaliagdo da tolerancia d&. mobilis UFPEDA 3554 bile bovina

Os resultados da viabilidade demobilisUFPEDA 355 em meio contendo bile
bovina estdo apresentados na tabela 5.

Z. mobilisfoi tolerante a todas as concentracdes de bilenApyresentes no
meio SSDL. Na cultura contendo bile a 0,125 p/v réo observado diferenca
significativa quando comparada aos controles nmardo experimento e apds quatro
horas de incubacéo (p<0,05).

A viabilidade celular da cultura d& mobilis UFPEDA 355 aumentou com o
decréscimo da concentracao de bile bovina no meio.

Apos o tempo de contato de 4 horas, nenhuma daemiwacdes ensaiadas foi
capaz de inviabilizar totalmente a culturaZdienobilise a cultura em SSDL contendo

4% plv de bile foi capaz de diminuir 2,91 JetyFC/mL do in6culo original.
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Em trabalho realizado por Cavalcanti (2004), 61,886 treze cepas dé
mobilis estudadas por ela também demonstraram tolerandidleabovina numa
concentracdo de 4% plv.

Os resultados apresentados no presente trabaifthaam aos encontrados por
Swings; De Ley (1977), que demonstraram um pereémte sobrevivéncia de 41 a
53% deZ. mobilisem meio contendo 1% e 1,5% de bile, respectivament

A tolerancia a bile € uma importante caractedstjgara a selecdo de
microrganismos probidticos (JIN et al., 1998). Aepbgue é produzida no figado e atua
no intestino delgado causando modificagdes na nmamaleelular da bactéria, afetando
a permeabilidade celular, a viabilidade e suasagfes entre a membrana e o ambiente
(SUCCI et al., 2005). Por isso, € imprescindive#@enar bactérias probidticas capazes
de tolerar os sais biliares e de chegarem vivagadocal de agao.

A resisténcia de microrganismos a bile est4 refedda a presenca de uma
enzima responsavel pela desconjugacdo dos samrebili denominada hidrolase,
detectada em varias espécies endodgenas de bagasantes no trato gastrintestinal
como: Clostridium, Bacteroides, LactobacillusBifidobacterium e Enterococcus
(BEGLEY et al., 2005PEREIRA et al, 2003).

A andlise genética desta enzima realizada no g@idobacterium constatou
que a tolerancia a bile destes microrganismos dev&o sO a acao da enzima hidrolase
como também a presenca de algumas proteinas chemadeansportadoras, que séo
transmembranares e compostas por varios residdiadbicos. O mecanismo de acdo
dessas proteinas ainda € incerto, ja Bifidobacteriumnéo sédo capazes de modificar
guimicamente moléculas de acidos biliares. Por@be-se que a acdo conjunta das
duas proteinas contribui eficientemente para aéotga destes a bile (KIM; LEE;
2008).
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TABELA 5: Viabilidade celular d&. mobilis UFPEDA 355 (logy UFC/mL) ap6s 4
horas com meio SSDL contendo diferentes concergsagé bile bovina.

Viabilidade celular d&. mobilis
Bile (p/v) UFPEDA 355
Logio UFC/mL (X £ DP)

4.0 6,87 £ 0,24*

3,0 7,09 = 0,02*

2,0 7,32 £ 0,02*

1,0 7,34 + 0,06*

0,5 7,38 + 0,08*
0,25 8,09 £ 0,13*
0,125 9,79+0,15
Controle 9,64 £ 0,03
Controle T, 9,78 £ 0,00

X: Média aritimética

DP: Desvio-padrao

Controle T: Cultura controle inicial

Controle T;: Cultura controle apés 4 horas de incubacao

*Houve diferenca significativa, quando comparadmsantrole (p< 0,05)

5.4 Determinagdo da suscetibilidade de&Zymomonas mobilis UFPEDA 355 a

diversos antimicrobianos

Os resultados da suscetibilidadeZdanobilisUFPEDA 355estdo apresentados
na tabela 6 e na figura 9.

Z. mobilis demonstrou resisténcia a Ofloxacina, Amicacina, pfitina e
sensibilidade aos demais antimicrobianos ensaiados.

Imipenem foi o antimicrobiano mais efetivo sobrerescimento d&. mobilis

cujo halo de inibicéo foi igual a 38,3 + 1,52.
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Fernandes e Azevedo-Ximenes (2007) encontraramltades semelhantes
guando avaliaram a resisténcia de dez cepas dwbilisaos mesmos antimicrobianos
utilizados neste trabalho e concluiu que 70% d@saliens apresentaram resisténcia a
ampicilina, 90% foram resistentes a amicacina €/4d.0@s cepas foram resistentes a
ofloxacina, demonstrando uma possivel resisténtimseca d&. mobilisa este ultimo
antimicrobiano.

Estes resultados divergem dos apresentados pou 2hoal. (2005) que
demostraram que todas as cepakai#obacilluse Bifidobacteriumforam sensiveis aos
antibiéticosp-lactamicos, dentre os quais a ampicilina.

O equilibrio e a composi¢do da microbiota intedtisdo importantes para o
bem-estar e para a nossa protecéo frente a indasagentes patdégenos. Para manter o
equilibrio e a normobiose intestinal, microganisrposbioticos devem ser consumidos
(D’AIMMO et al., 2007).

Devido a ampla distribuicAo de bactérias probidtiean alimentos, estas
bactérias podem funcionar como vetores para a rdissaedo de determinante
resisténcia antimicrobiana (OUOBA et al., 2008).

A propagacdo de resisténcia ocorre através deedifss mecanismos de
mutacdo, como aquisicado de plasmidios de resist@&iransposons. Apés esta etapa, o
gene € amplificado e pode ser transmitido paraoonticrorganismo e chegar ao
hospedeiro, contribuindo para a disseminacao dstéasia aos antibidticos utilizados

na terapéutica.
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Por isso, a susceptibilidade de bactérias prolkigtans antibidticos € um importante
critério para verificar a seguranca e possivel aiibidade com a antibioticoterapia.
Sendo também importante realizar uma caracterizigi@bbgica e tecnoldgica desses
microrganismos (AMMOR et al., 2007; COLLADO; SANZD07; KOLL et al., 2008).

TABELA 6: Suscetibilidade de ymomonas. mobilisUFPEDA 355 a dez
antimicrobianos

Valores dos Halos de

Antimicrobianos Inibigdo (mm) E:cl:al_sssllﬁgggg?
(X £ DP) '
Eritromicina 17,0 + 3,46 Sensivel
Cefoxitina 18,0 £ 0,00 Sensivel
Azitromicina 22,0 + 3,00 Sensivel
Ofloxacina 0,0+£0,0 Resistente
Sulfazotrim 31,3+2,08 Sensivel
Imipenem 38,3+1,52 Sensivel
Cloranfenicol 14,6 + 3,51 Sensivel
Amoxicilina/Acido Clavulanico 35,6 +1,15 Sensivel
Amicacina 12,3+2,51 Resistente
Ampicilina 10,3+ 1,52 Resistente

X: Média aritimética
DP: Desvio-padrao

FIGURA 9: Atividade antimicrobiana dos seguintes antimi@aobs: 1-Eritromicina;
2- Cefoxitina; 3- Azitromicina; 4- Ofloxacina; 5-uBazotrim; 6- Imipenem; 7-
Cloranfenicol; 8- Amoxicilina/Acido Clavulanico; $micacina; 10- Ampicilina sobre
Z. mobilisUFPEDA355.
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5.5 Influéncia da concentracdo do in6culo d&ymomonas mobilis UFPEDA 355
sobre a atividade antagonican vitro e sobre o pH da cultura deZ. mobilis em co-
cultura com Escherichia coli O157:H7 ou comEscherichia coli ATCC 8739

O efeito antagonico da cultura de mobilisUFPEDA 355 sobre culturas @&e
coli foi observado e estatisticamente significativeQ(95), quando a cultura dé.
mobilis foi padronizada em 20UFC/mL. Este efeito foi visualizado a partir dadst
primeiras horas, aumentando progressivamente eoserdima em doze horas de
contato para o sorotipo entero-hemorragicddeoli, cuja reducdo das células viaveis
desta cultura foi da ordem de 1,60 + 0,06 UFC/mL.

ParaE. coli ATCC 8739, a atividade maxima ocorreu ap0s noveshate
contato, com uma reducdo das células viaveis denmoadk 1,67 + 0,07 lagg UFC/mL
(FIGURAS 10 e 11).

N&o foram observadas diferencas significativaseeasr atividades antagonistas
da cultura deZ. mobilis UFPEDA 355 quando utilizadas nas concentracdedCle
UFC/mL e 10 UFC/mL sobreE. coli0157:H7 (p<0,05).

ParaE. coli ATCC 8739 houve inibicéo significativa do cresciteequando foi
utilizadaZ. mobilisna concentracdo de 10FC/mL (p<0,05).

Estes resultados corroboram as diversas publicapdeselatam uma melhor
atividade probidtica em concentracdes acima ddJET/mL para sua acdo terapéutica,
sendo esta a dose diaria recomendada (GOMES; MAIKCADP99; HEWIG et al.,
2006; SAAD, 2006; WAARD et al., 2001).

Em trabalho realizado anteriormente por Rocha32d0i observada a atividade
do li6filo de Z. mobilis frente véarias cepas descherichia coliprodutoras de beta-
lactamase. Todas as cepas mostraram-se sensiVigila@ a atividade aumentou com
o tempo de contato. Estes resultados corroborama@aisapresentados soldge coli
O157:H7.

N&o houve reducao significativa de pH erdfremobilise suas co-culturas nos
diferentes indculos utilizados (p < 0,05) (FIGURAGe 11).
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Os valores de pH obtidos ao longo de 24 horasrarast-se dependentes da
concentracdo celular nas diferentes culturasZdemobilis, existindo uma reducgéo
significativa do mesmo quando foi comparadas caftuleZ. mobilis, entre si, na
concentracédo de {WFC/mL e 18 UFC/mL (p<0,05). Essa reducao foi maior quando
foi comparada as culturas d& mobilis nas concentracées de’10FC/mL e 18
UFC/mL (p<0,01).

O efeito inibitério de bactérias laticas sobrerescimento de microrganismos
patogenos é atribuido ndo s6 a producao de acrdsstambéem a producao de peroxido
de hidrogénio e bacteriocinas (BRASHEARS; DURRE9)9

Gongalves de Lima (1968) estudou o efeito do pdodxde hidrogénio na
inibicdo microbiana e verificou qu& mobilisndo é capaz de produzir este composto,
nao sendo ele, o responsavel pela atividade amtimana.

Embora nenhum estudo tenha sido realizado tenteeidoionar a presenca de
bacteriocinas a atividade antagbnica ao longo @sconento deZ. mobilis Lima
(2002) detectou a presenca de uma substancia gétercenicrobicida na cultura dé
mobilis incubada por 24 horas, mas até o0 momento a me@imdon caracterizada
guimicamente.

Falcdo de Morais et al. (1993) numa revisdo sdbraobilis encontrou valores
relativamente altos de acetaldeido, alcool isoamik n-propanol detectados por
cromatografia gasosa no destiladoZlemobilisdas cepas UFPEDA 198 e UFPEDA
199, embora a atividade antimicrobiana destes cetopanunca fora testada. Estas
substancias associadas a possiveis bacteriociodszitas poZ. mobilispodem estar

relacionadas com a inibicdo do cresciment& deoli relatada neste trabalho.
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FIGURA 10: Atividade antagonica d€ymomonas mobiliJFPEDA 355 frente a
Escherichia coliATCC 8739 (16 UFC/mL). A: Z. mobilis (10" UFC/mL); B: Z.
mobilis (10* UFC/mL); C: Z. mobilis(10° UFC/mL). Valores de pH das culturas e

mobilis, de sua co-cultura coB coliATCC 8739 ao longo de 24 horas.
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FIGURA 11: Atividade antagonica d€ymomonas mobilitJFPEDA 355 frente a
Escherichia coliO157:H7 (16 UFC/mL). D: Z. mobilis(10" UFC/mL); E: Z. mobilis
(16® UFC/mL); F: Z. mobilis(10® UFC/mL). Valores de pH das culturas Zlemobilis
de sua co-cultura cof. coliO157:H7 ao longo de 24 horas.
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5.6 Determinagdo de uma possivel translocagdo @ mobilis UFPEDA 355 da

mucosa intestinal para a corrente sanguinea

N&o houve crescimento de célulaszddenobilisnos meios de dgar sangue nem
no agar MacConkey, correspondentes as amostraamipies coletadas de todos os
animais tratados, como mostra a figura 12, o quenipe sugerir que esta cepa €
considerada nado patogénica, corroborando aos adesltencontrados por Azéredo
(2004) em estudos realizados canmmobilisUFPEDA 202.

Antes de serem incorporados a produtos alimesticis microrganismos
probioticos devem ser cuidadosamente avaliadosvesifecar a seguranca e a eficacia
dos mesmos. Devido a preocupacédo com a dieta/sasidedustrias de laticinios estao
desenvolvendo novos produtos funcionais. Conseqientte, € importante que o
consumidor obtenha informag8es precisas sobre refib®s destes microrganismos a
satide (BRANDAO, 2002; SALMINEN et al., 1998).

Resultados publicados acerca da translocacdo deérioa possivelmente
probidticas reloacionam a caracteristicas intrimseit cepa estudada. Alguns autores
como Lara-Villoslada et al. (2007) avaliaram a ¢odkade oral delLactobacillus
coryniformis e Lactobacillus gasserie concluiram que ndo houve translocacéo
bacteriana para a corrente sanglinea nem paraooobaifgado. Em contrapartida, os
estudos de Cannon et al. (2005), demonstraramIgumas espécies deactobacillus
sao frequentemente associadas a bacteremias, afitkx@ infecgdes localizadas em
individuos imunocomprometidok. caseie L. rhamnosusao as espécies mais isoladas
em casos de septicemia e endocardite. Nas endesardi7% dos casos estdo
relacionados a problemas odontoldgicos e além das dspécies citadas ha também
relatos da presenca Heplantarum.

Segundo alguns autores, a capacidade que micrengasiprobidticos tém de
sobreviverem as condi¢cdes gastricas e de se adeiomemente a mucosa intestinal
apos a administracdo oral, pode acarretar no rseotranslocacdo bacteriana,
bacteremia, sepse e aumentar a viruléncia bacséedanindividuos imunodeprimidos
(BOYLE et al., 2006, ISOLAURI et al., 2004; LAND aL, 2005).
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FIGURA 12: Cultura de sangue de seis camundongos tratadms Zganomonas
mobilis. Auséncia de crescimento bacteriano no meio agagusa e no agar
MacConkey. G2: Grupo tratado comZymomonas mobilisSUFPEDA 355; C:

camundongo.

5.7 Determinacdo das possiveis alteracdes dos Orgaatais (figado, baco, rim e
intestino) de camundongos apOs ingestdo da culturde Zymomonas mobilis
UFPEDA 355

No estudo histolégico do baco, figado, rim e im@sdelgado dos camundongos
nao foi evidenciado qualquer alteracdo morfolégica grupos experimentais, como
mostra a figura 13.

No bago (FIGURA 13A), foi observado distribuicéaifarme dos foliculos
linféides primarios e secundarios e das bainhasapriolares da polpa branca. No
intestino delgado (FIGURA 13B), foi observada umiiadlade na morfologia das
vilosidades. As placas de Peyer apresentaram-sserpaglas, com sua estrutura
morfolégica normal. Nos rins (FIGURA 13C), ndo foreobservados presenca de
infiltrado inflamatério, esclerose ou edema glonteriNo figado (FIGURA 13D), ndo
houve sinais de necrose ou infiltrado inflamatérestando os hepatdcitos bem
preservados..

O epitélio intestinal desempenha um papel de déicante barreira imunoldgica,
estabelecendo a interface entre o conteddo luménahs células imunolégicas
subepiteliais. Qualquer perturbacdo nesta barrail@sencadeada por antigenos

dietéticos, microrganismos patdgenos, agentes gasnaiu radiagdes, conduz a um
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aumento da permeabilidade intestinal e a alterag8esiturais no epitélio, as quais
podem ocasionar aumento do fluxo destes antigenpsovocar diversos tipos de
inflamacdo (GOMES; MALCATA, 1999).

Segundo alguns estudos, os lactobacilos intestipgimovem o aumento da
protecdo mediada pela barreira intestinal, por atsine secre¢cdo de muco, impedindo
a ligacdo dos patdégenos aos sitios de ligacdo émdags conferindo uma maior
resisténcia do hospedeiro a infeccdo (REID; BURTQNO02; SPANHAAK et al.
1998).

Estes resultados também estdo de acordo com ositerttms por Azerédo
(2004) que estudou os efeitos da ingestéa. drobilisem ratos e também concluiu que

ndo houve translocacdo bacteriana para o sangueatteracdes morfolégicas em

orgaos vitais (figado, baco e intestinos).

(200x) e figado (100x)X) de camundongo tratado cafgmomonas mobilis FPEDA

355, mostrando o aspecto morfolégico normal, dsgeetivos 6rgaos.
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6 CONCLUSOES

Apés andlise dos resultados obtidos neste tratfailpmssivel concluir que:

= Dos microrganismos-teste utilizados para avaliag&ditativa do antagonismo,
as cepas dBseudomonas aeruginofaram as que apresentaram maior sensibilidade a

acao dos metabdlitos & mobilis;

= Nenhum antagonismo @& mobilisfoi observado sobrEnterococcus faecalis
e Candida albicans

= Z. mobilisUFPEDA 355 mostrou-se sensivel ao meio SSDL er@,pHentre-
tanto foi tolerante ao meio SSDL nos pH 2,5; 3,0; 4

= Quanto a tolerancia a bile, foi observado crescimdaZ. mobilisUFPEDA

355 em todas as concentracdes de bile ensaiadas;

= Z. mobilisUFPEDA apresentou um perfil de sensibilidade paiteomicina,
cefoxitina, azitromicina, sulfazotrim, imipenem, o@nfenicol, amoxicilina/acido

clavulanico, mas foi resistente a ofloxacina, ainfipece amoxicilina;

= Na avaliagédo quantitativa da atividade antagoneca. amobilisUFPEDA 355
frente as culturas de. coli ATCC 8739 eE. coli O157:H7 foi observado uma relagcéo
entre a atividade antagdnica com a concentracdoindoulo e que apenas a
concentracdo de 10UFC/mL foi efetiva. Também foi constatado que r#muve
influéncia do pH no anatagonismo da culturaZdenobilissobre suas co-culturas nos

diferentes in6culos utilizados;
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= No estudan vivofoi comprovado que néo houve translocacad.daobilis
UFPEDA 355 para corrente sangliinea, como tambénfondim observadas alteracdes
histoldgicas nos orgaos vitais dos camundongosaaids queZ. mobilisUFPEDA 355

€ uma bactéria ndo patogénica.
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8 ANEXOS

8.1 Aprovagdo do Comité de Etica

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof, Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.cch.ufpe.br

Recife, 15 de maio de 2008
Oficio n® 30/08

Da Comisséo de Etica em Experimentagéo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Profa. Eulilia de Azevedo Ximenes

Departamento de Antibidticos - CCB

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076.005814 / 2008-18

Os membros da Comisséo de Etica em Experimentagio Animal do Centro de Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado  “Caracterizacdo de Zymomonas mobilis UFPEDA355 como
microrganismo probidtico”,

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagio experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliacéo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questéo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente,

Wl gin ST Wt JiOie St

CCB: Integrar para desenvolver
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8.2 Meios de cultura

» Meio liquido SSDL (Standard Swings e De Ley) udiib na manutencao e
ativacéo das culturas @d&momonas mobili&Swings; De Ley, 1977)

= Meio sélido e semi-sélido de SSDL (Standard Swied3e Ley) utilizado para
obtencdo de cultivos e enumeracdo das UnidadesaBoras de Colbnias
(UFC) deZymomonamobilis;

» Meio solido de Mueller-Hinton e Sabouraud, emprega@ra avaliacdo da
pureza da cultura d&ymomonas mobilidurante o processo fermentativo;

* Meios liquidos e semi-solidos de Mueller-Hintona&uraud para realizacao da
padronizacao dos inéculos e do antagonismo mianobia

= Brain Heart Infusion (BHI) para as hemoculturas,aAdglacConkey e Agar

Sangue para os semeios das mesmas.

8.3 Processamento histoldgico

» Desidratacdo em sucessivos alcoois de proporcéssetrtes: 70%, 80%, 90% e
100% por 40 minutos cada, em temperatura ambiente;

» Diafanizagdo e clarificacdo pelo xilol: alcool-fjloxilol 1 e xilol 2 por 40
minutos cada, em temperatura ambiente;

= Impregnacdo em parafina 1 e parafina 2, por 30 tméncada, na estufa a 60°C;

» Inclusdo em blocos de parafina;

» Execucdo da microtomia e pescagem dos cortes dustos em duas laminas
por grupo;

= Secagem e colagem dos cortes na estufa por 20awial@0°C;

» Desparafinizacdo das preparacfes histologicas kb1l e xilol 2 por dez
minutos;

» Hidratacdo em sucessivos banhos de propor¢céessdentes de alcodis: 100%,
90%, 80%, 70% e agua potavel,
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= Segregacdo e coloracdo das laminas pela Hematoxlikosina (HE), pelo
método do Tricobmico de Masson (MICHELANY, 2004);

» Desidratacao, clarificacdo e montagem das prepesa@m resina e laminula.

Em seguida, as leituras das laminas foram reakizagta microscopio optico,
com aumento de 40 e 100 vezes. O objetivo foi obseas possiveis alteracdes

morfologicas das células e tecidos.
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8.4 Indicadores de produc

8.4.1 Trabalhos apresentados em Congressos
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