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RESUMO

Bactérias acido lacticas (BAL), sobretudo do género Lactobacillus, apresentam grande
importancia na industria de alimentos por seu efeito benéfico sobre o hospedeiro. No
entanto, o monitoramento destas bactérias em alimentos e no intestino humano é
dificultado pela diversidade e por sua grande similaridade genética entre espécies.
Neste trabalho, o gene recA de bactérias lacticas e entéricas foi analisado usando o
método de Neighbor-Joining, com o objetivo de estabelecer relacdes filogenéticas entre
estes microrganismos. A analise filogenética evidenciou agrupamentos distintos para
BAL, enterobactérias e bifidobactérias. As bactérias pertencentes ao grupo do
Lactobacillus plantarum foram claramente discriminadas entre si. Um par de iniciadores
LPrecAF e LPrecAR com 23 e 18 pb foi selecionado e utilizado em rea¢do em cadeia da
polimerase (PCR). Isso permitiu deteccéo especifica da espécie L. plantarum, tanto em
meio de cultura, como em amostras de alimentos. O limite de deteccdo na PCR
convencional foi de 1 x 10° UFC/mL para amostras de alimentos e 7 x 10 UFC/mL em
meio de cultura. Visando a avaliacdo do L. plantarum no TGl humano, um leite
fermentado contendo a espécie L. plantarum Lpl115 foi formulado e utilizado em um
estudo clinico com humanos. O produto se manteve quimica e microbiologicamente
estavel durante a estocagem sob refrigeracdo até 90 dias, com viabilidade na faixa de
9,39 a 8,66 Log;o UFC/mL, no inicio e final da estocagem. O produto foi caracterizado
como leite fermentado adocado e aromatizado e se manteve dentro dos parametros
exigidos pela legislacdo brasileira vigente. O leite fermentado, foi inserido na dieta diaria
de 61 adultos saudaveis, visando avaliar a quantificagédo do microrganismo em amostras
fecais durante variados periodos de consumo e p6s consumo via PCR gquantitativo em
tempo real (JQPCR), com uso de metodologia TagMan® e anélise de dados com base em
guantificacao relativa ACT. O DNA de uma espécie ndo comum no trato gastrointestinal
(TGI) foi utilizado como DNA normalizador e o tempo zero, ou amostras nao tratadas
foram utilizadas como referéncia para efeito de quantificacdo relativa. O limite de
deteccdo do método qPCR para o microrganismo alvo, foi de 1000 cépias do gene
recAlreacdo e 8 x 10" UFC/reacdo para L. plantarum. Os individuos receberam dose
diaria de 2 x10™ UFC/ dose de L. plantarum, que foi detectado e quantificado em todos
os periodos de consumo na ordem de 10° - 10* UFC/g fezes. Com relagéo ao tempo
zero todos os periodos de consumo foram significativos (P = 0,001). Porém, 15 e 45 dias
apos interrupgéo da dieta, o lactobacilo ndo é detectado na microbiota fecal. O tempo de
consumo nao apresentou relacao significativa com a ocorréncia do L. plantarum nas
fezes nas avaliacdes pés-consumo (P = 0,09). A analise dos dados tanto em quantidade
de UFC como em N° de cépias do gene alvo apresentou alta correlacdo (r = 1, p <
0,0001). As metodologias empregadas foram sensiveis e eficientes, tanto para
discriminacdo quanto para quantificacdo da bactéria alvo, e podem ser utilizadas para
monitoramento da espécie em alimentos ou em ambiente de microbiota complexa, como
o TGl humano.

Palavras-chave: Bactérias acido lacticas. Microbiota. Probidticos. Trato
gastrointestinal. qPCR.
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ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB), particularly those belonging to the genus Lactobacillus, have
great importance in the food industry for their beneficial effect on the host. However,
monitoring of these bacteria in food and human gut is cumbersome due to the diversity
and the high genetic similarity among species. In this study, the recA gene of lactic acid
and enteric bacteria was analyzed using the Neighbor-Joining method with the aim of
establishing phylogenetic relationships among these organisms. The phylogenetic
analysis showed distinct clusters for LAB, enterobacteria and bifidobacteria.
Furthermore, bacteria belonging to the L. plantarum group were clearly discriminated
from each other. One set primer LPrecAF LprecAR, with 23 and 18 bp, was selected and
used in conventional PCR. This allowed the specific detection of the L. plantarum specie,
both in culture media and in food samples. The limit of detection in conventional PCR
was 1 x 10 CFU / mL for food samples and 7 x 10 CFU / ml in culture medium. To
assess L. plantarum in the human GIT, a fermented milk containing the species L.
plantarum Lp115 was formulated and used in a clinical study. The fermented milk
remained chemically and microbiologically stable during storage under refrigeration,
within 90 days. The L. plantarum counting ranged from 9.39 to 8.66 Log;o CFU/mL at the
beginning and at the end of the storage period, respectively. The product was
characterized as fermented milk sweetened and flavored and remained within the
parameters required by Brazilian legislation. The fermented milk, was inserted into the
daily diet of 61 healthy adults to evaluate the quantification of microorganisms in fecal
samples for varying periods of consumption and post consumption via real-time
guantitative PCR (gqPCR) using TagMan® methodology and analysis data based on
relative quantification ACT. The DNA of a species not common in the human
gastrointestinal tract (GIT) was used as normalizing DNA. Moreover, the time zero or
untreated samples were used as reference for the purpose of relative quantification. The
detection limit to L. plantarum on the gPCR method was 1000 copies recA gene/ reaction
and 8 x 10" CFU/reaction. The subjects received daily dose with 2 x 10™* CFU/dose of L.
plantarum, which was detected and quantified in all periods of ingestion about 10° - 10*
CFUlqg faeces. L. plantarum mean counts, from fecal microbiota obtained in each period
of consumption, are significant as regarding time zero (P=0.001).

Nevertheless, 15 and 45 days after the ingestion the lactobacilli is not detected in the
fecal microbiota. The intake time also showed no significant (P=0.09) relationship with
the occurrence of L. plantarum in the after consumption. The analyses between the
methods of relative quantification in terms of CFU or number of gene copies showed high
correlation (r = 1, p <0.0001). The methods used were sensitive and efficient, both for
discrimination and for target bacteria quantification and may be used for monitoring the
species in foods or in complex microbial environment such as the human GIT.

Keywords: Lactic acid bactéria. Microbiota. Probiotic. Real time PCR.
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1 INTRODUCAO GERAL

O trato gastrointestinal humano é composto por uma microbiota
complexa e dindmica, cuja composicao difere ao longo dos érgaos, no lumen e na
mucosa, variando de acordo com a idade, estado de saude e modo de vida.

Muitos estudos clinicos abordam a utilizacdo de microrganismos
probidticos e comprovam o efeito destes sobre o equilibrio da microbiota intestinal,
bem como os beneficios a salde promovidos por estes microrganismos. Probiéticos
compreendem espécies, cuja caracterizacao € baseada na capacidade de resistir ao
ambiente gastrointestinal, a resisténcia a microrganismos competidores, ao status
GRAS (Generally Recognized As Safe), além de promoverem efeitos benéficos pela
producdo de biomoléculas elou pelo equilibrio da microbiota intestinal.
Historicamente bactérias lacticas, sobretudo do género Lactobacillus, e dentre as
ndo lacticas, do género Bifidobacterium sdo as mais comumente utilizadas como
probidticos.

O género Lactobacillus compreende espécies altamente
relacionadas, tanto fisiolégica quanto genotipicamente, sendo que a identificacdo
deste grupo de bactérias, utilizando métodos fenotipicos convencionais é ambigua e
em geral bastante complexa. Neste sentido técnicas moleculares tém sido utilizadas
com sucesso na discriminagcdo destes microrganismos tanto em amostras de
alimentos como em ambientes tal qual o trato gastrointestinal de humanos ou de
animais.

Com o desenvolvimento da técnica de amplificagdo de sequéncias
especificas de &cidos nucléicos pela reacdo em cadeia da polimerase - PCR
desenvolvida em 1987, o cenario se tornou muito favoravel a um maior
entendimento da estrutura e da funcdo do material genético. Com isso, a
diferenciacdo genética de espécies, ou até mesmo de individuos, resultou em
notaveis avancos na taxonomia de microrganismos, devido a sua sensibilidade e
especificidade. Muitas técnicas baseadas no principio de amplificacdo de DNA tém
contribuido grandemente para a elucidacdo das interacdes entre microrganismos e
seus hospedeiros. A compreensdo destes fenOmenos tem instigado pesquisas no
mundo inteiro.

Uma das abordagens moleculares que permite a deteccdo e

quantificacdo simultdnea de um organismo, a PCR em tempo real ou PCR
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quantitativo, tem como fundamento os mesmos principios de amplificacdo de
fragmentos especificos do DNA ou RNA. Entretanto além dos reagentes envolvidos
na reagdo convencional, ha o envolvimento de moléculas fluorescentes que durante
a amplificacdo emitem luz em comprimentos de onda especificos permitindo ao
equipamento a captacdo e quantificacdo destas emissdes. Atualmente as
tecnologias sdo muito sensiveis e sofisticadas permitindo desde a simples deteccéo
do alvo até a quantificacdo de células viaveis.

Neste cenario, o0 mercado de produtos lacteos, um dos principais
veiculos carreadores de bactérias probidticas, tem obtido altos indices de
investimento baseados tanto no valor nutritivo e sabor agradavel destes produtos
como também pela sua capacidade de exercer efeitos benéficos sobre a saude do
consumidor.

Alia-se aos aspectos positivos desta tendéncia, a utilizacdo de
ferramentas moleculares atualmente disponiveis e que permitem a discriminacéo de
espécies microbianas muito relacionadas. A detec¢cdo e quantificagdo de
microrganismos em alimentos, bem como seu monitoramento no intestino do
hospedeiro permitindo avaliar seus efeitos, torna-se um desafio instigante.

Deste modo, a proposta do trabalho foi formular um produto lacteo
contendo Lactobacillus plantarum, linhagem Lp115, identificar e quantificar a espécie
no trato gastrointestinal por meio de andlise da microbiota fecal de individuos
saudaveis, durante e apoés a ingestao de dieta suplementada com esta linhagem por
diferentes periodos de ingestdo. Para esse monitoramento, desenhou-se
previamente, iniciadores espécie- especifico, que permitiram a discriminacédo desta

espécie de outras espécies filogeneticamente relacionadas.
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2 JUSTIFICATIVAS

O beneficio clinico da terapia probidtica depende de muitos fatores,
como a sua resisténcia ao transito no TGI, quantidade a ser ingerida, forma de
ingestdo e fatores relacionados ao hospedeiro, como a idade, dieta e estado de
saude. Além disso, a identificacdo precisa do microrganismo € necessaria, pois 0
periodo necessario a implantacdo ou a promocdo de efeitos benéficos por estes
organismos € em geral espécie ou linhagem dependente.

O L. plantarum é um microrganismo caracterizado como probiotico
em muitos paises, e, no Brasil sua aplicacdo em alimentos ainda ndo é
regulamentada com tal alegacdo. Nao se tem registro do uso de L. plantarum
incorporado industrialmente a alimentos ou farmacos no pais, o que facilita o
monitoramento da espécie bem como a avaliagdo dos seus efeitos em estudos
clinicos. Além disso, ndo ha relatos sobre o tempo necesséario para que o L.
plantarum linhagem Lp115 colonize o intestino humano e promova algum efeito
benéfico.

Por outro lado, ao se investigar uma espécie no TGI, diante de
grande namero de espécies altamente relacionadas, torna-se fundamental o uso de
ferramenta precisa, com elevada capacidade de discriminacgao.

Deste modo, o0 uso de técnicas moleculares para estudo de filogenia,
identificacdo e quantificacdo de microrganismos via PCR convencional e quantitativa
tornou-se interessante para estudos desta natureza, e foram empregadas no

presente trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

v  Discriminar L. plantarum de espécies filogeneticamente
relacionadas comuns em alimentos e no trato gastrointestinal
humano e avaliar o comportamento de Lactobacillus plantarum,
linhagem Lpl115, no trato gastrointestinal humano, por meio de
monitoramento da microbiota fecal de individuos saudaveis, apos

ingestao de um produto lacteo fermentado com essa espécie.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v/ Estudar as relacdes filogenéticas entre BAL e enterobactérias
através do gene recA; S Desenhar iniciadores espécie especificos
para L. plantarum;

v Estabelecer condicbes de PCR para discriminacdo de L.
plantarum de espécies relacionadas;

v Elaborar um leite fermentado contendo a linhagem L. plantarum
Lp115;

v Introduzir o produto na dieta de um grupo de voluntarios por
diferentes tempos de ingestao;

v Monitorar o microrganismo alvo por detec¢cédo e quantificagdo em
fezes humanas por PCR em tempo real;

v Quantificar o L. plantarum em fun¢do do periodo de ingestédo e
verificar a ocorréncia deste microrganismo na microbiota fecal

apos interrup¢do do consumo.

A tese serd apresentada em quatro capitulos distintos, descritos

abaixo, seguidos de uma conclusado geral e Anexos:
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1-Revisdo de literatura: Microbiota intestinal, probidticos e saude
humana;

2-Artigo: Andlise filogenética in silico de bactérias acido lacticas e
novo par de iniciadores para identificacdo de Lactobacillus plantarum em amostras
de alimentos (DOI 10.1007/s00217-011-1508-7; Anexo A)

3-Artigo: Producdo e -caracterizacdo de leite fermentado com
Lactobacillus plantarum;

4-Artigo: Identificacdo e quantificagédo relativa de L. plantarum por

PCR em tempo real em humanos apés consumo diario de leite fermentado.
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CAPITULO 1

MICROBIOTA INTESTINAL, PROBIOTICOS E SAUDE HUMANA

1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 PROBIOTICOS E SAUDE HUMANA

O interesse pelo tema "Alimentos funcionais”, esta diretamente
relacionado a crescente valorizacdo da qualidade de vida e da prevencdo de
doencas. Evidéncias cientificas oriundas de estudos mecanisticos e clinicos indicam
que os beneficios a saude promovidos por habitos de vida saudaveis e pelo
consumo de uma dieta balanceada e rica em ingredientes bioativos sdo abordagens
cada vez mais atraentes as industrias de farmacos e de alimentos, bem como a
populacdo de maneira geral.

Os alimentos funcionais sao definidos como qualquer substancia ou
componente de um alimento que, além de fornecer a nutricdo basica, promovam
efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos, benéficos a saude (WALKER, et al., 2006). Em
geral, o termo se refere a um alimento que tenha sido modificado de forma a tornar-
se funcional ou que naturalmente contenha compostos bioativos. Os alimentos
funcionais sdo também conhecidos como nutracéuticos, alimentos medicinais,
alimentos terapéuticos, super alimentos, "designer foods", "foodiceuticals" e
"medifoods"” (SHAH, 2007).

Neste contexto, 0s microrganismos probidticos, que sdo capazes de
promover efeitos benéficos num hospedeiro pela producdo de compostos bioativos
ou pelo equilibrio da microbiota intestinal, sdo frequentemente associados a

alimentos funcionais.

1.2 A MICROBIOTA GASTROINTESTINAL

O trato gastrointestinal humano (TGI) é constituido de diversos
orgaos conectados, que estdo envolvidos na conversao e fornecimento de nutrientes
e fontes de energia a partir da absor¢cdo dos alimentos. Este complexo sistema tem

uma arquitetura anatdmica bem conhecida, com aproximadamente 7 m de
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comprimento e uma superficie de aproximadamente 300 m? em adultos. A
comunidade microbiana habitante destes O6rgdos €é chamada coletivamente
microbiota do TGl e é composta por uma miriade de células microbianas que
superam as células do nosso corpo, por um fator de pelo menos 10, e tem uma
grande diversidade de espécies cultivaveis, bem como aquelas que ainda ndo foram
cultivadas ou identificadas. Compreender a dindmica desta populacdo € um desafio
ao ecologista do TGI (ZOETENDAL, et al., 2008).

Antes do nascimento, os seres humanos se desenvolvem em um
ambiente estéril, o Utero. Entretanto, a ruptura de membranas por ocasido do
nascimento expde o recém nascido a uma grande diversidade de microrganismos,
sobretudo aqueles que a partir de entdo colonizam o trato gastrointestinal (TGI)
formando a sua microbiota. Ao longo do desenvolvimento humano, esta microbiota
sofre variacOes de acordo com as fases da vida, com os habitos e habitats aos quais
cada individuo esta exposto (ISOLAURI, et al., 2004; TIIHONEN, et al., 2010).

As mudangcas mais dramaticas na composicdo da microbiota
intestinal ocorrem na infancia. Durante os primeiros dias de vida, a populacdo de
microrganismos € instavel e tende a se estabilizar com a amamentacdo ou ingestao
de substitutos do leite materno. A grande mudanca nesta composi¢cdo, no entanto,
ocorre com a introducdo de alimentos sélidos e com o desmame (FAVIER, et al.,
2002). Ao longo da vida adulta, os microrganismos intestinais sao relativamente
estaveis, entretanto esta estabilidade é reduzida nos idosos (TIIHONEN, et al.,
2010). Estas alteracbes podem ser atribuidas as restricbes alimentares, as
mudancas de hébitos, ao aumento da incidéncia de doengas e concomitante uso de
medicacdo com o avanco da idade (GILL, et al., 2001; TIIHONEN, et al., 2010).

Os primeiros estudos com foco nas mudancas da microbiota
intestinal humana, relatavam uma reducdo de microrganismos anaerobios e
bifidobactérias, bem como um aumento de enterobactérias em idosos (MITSUOKA,
1990). No entanto, estudos mais recentes sugerem uma reducao da estabilidade e
aumento da diversidade da microbiota intestinal com o avanco da idade (HOPKINS;
MACFARLANE, 2002; MAUKONEN, et al., 2008; TIIHONEN, et al., 2010).

O TGI humano possui um ecossistema microbiano extremamente
complexo baseado em competicdo e simbiose (MACKIE, et al., 1999). E constituido

por pelo menos 400 a 500 diferentes espécies bacterianas, com numero estimado



24

de 10 células (OTT, et al., 2004; ZOETENDAL, et al., 2004; ZOETENDAL, et al.,
2008).

A escassez de bactérias no TGl superior (esdfago, o estbmago e o
duodeno) parece ser devido a composicdo do meio (secrecfes: acida, biliar e
pancreatica), que elimina a maioria dos microrganismos ingeridos, e a atividade
motora propulsiva no final do ileo, que impede a colonizacdo estavel de bactérias no
limen (GUARNER; MALANGELADA, 2003).

Em contrapartida, a porcao inferior do TGl que compreende o baixo
duodeno, intestino delgado e grosso, contem um ecossistema microbiano complexo
e dindmico com uma elevada densidade de bactérias vivas, atingindo concentracées
de 10™ a 10" células/g de contetido luminal, que corresponde a aproximadamente
1,5 kg de microrganismos (MOORE; HOLDEMAN, 1974; WHITMAN, et al., 1998;
DEL PIANO, 2006).

A sucessao das bactérias intestinais é afetada por varios fatores.
Essa populagdo, cuja composicao difere tanto ao longo do trato gastrointestinal
como do lumen para a mucosa (Fig. 1). A microbiota se desenvolve ao longo do
tempo, determinado por uma interacdo entre fatores genéticos, o ambiente ou
doencas a que o individuo esta exposto, sua dieta, secrecdo de muco e enzimas
digestivas, o peristaltismo intestinal. Como resultado, cada individuo tem uma
microbiota caracteristica Unica (ISOLAURI, et al., 2004; LEY, et al., 2006).

O ecossistema do TGl humano compreende membros de sete filos
bacterianos: Firmicutes, bacterioidetes, actinobactérias, fusobactérias, cianobactéria,
proteobactérias, e verrucomicrobia; sendo que firmicutes e bacterioidetes
representam aproximadamente 98% desta populacédo (LEY, et al.,, 2006) Neste
ambiente, os membros permanentes, que colonizam e crescem no local em que sao
encontrados, sado ditos microbiota autéctone, enquanto que os aléctones ou
transientes sdo aqueles que sao veiculados por alimentos, dgua e componentes
ambientais e estdo de passagem pelo local (LEY, et al., 2006; VENTURA, et al.,
2010).

Sao muitos os estudos que abordam a importancia da microbiota
intestinal nas funcbes metabdlicas, tréficas e de protecgcdo no organismo do
hospedeiro (GUARNER; MALAGELADA, 2003).

O TGI exerce naturalmente a funcéo de proteger o organismo contra

patdgenos e/ou metabdlitos tdxicos. Esta protecdo é assegurada por uma série de
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fatores, incluindo a saliva, acidos gastricos, peristaltismo, muco, protedlise intestinal,
balanco da microbiota intestinal e as membranas epiteliais com os complexos
juncionais intercelulares (OUWEHAND, et al., 2002a).

A mucosa intestinal forma uma interface entre o corpo e o ambiente
luminal, cuja funcdo é permitir a passagem de nutrientes, bem como atuar
simultaneamente como barreira frente a microrganismos, toxinas e outras
substancias indesejaveis. Posteriormente, o muco produzido pelas células
caliciformes, exerce esta funcdo protetora, portanto, este efeito barreira é garantido
pela integridade fisica, quimica e funcional do epitélio (CENCIC; LANGERHOLC,
2010).

Figura 1 — TGI humano e estimativa dos principais géneros da microbiota, comuns
em cada compartimento (Adaptado de: TIIHONEN, et al., 2010)
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Ha muito tempo o equilibrio ou a disbiose desta microbiota vem
adquirindo especial atengao por parte da comunidade cientifica, e muitas pesquisas
indicam e comprovam o importante papel que o balanco adequado desta microbiota

exerce sobre a homeostase de um organismo (JANKOVIC, et al., 2010). Alguns
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microrganismos, em particular os probioticos, detém maior importancia na
manutencao deste equilibrio.

Para investigacdo da microbiota intestinal, a amostra mais facilmente
disponivel sédo as fezes, embora se questione 0 quao bem o0s microrganismos fecais
representem a microbiota intestinal, uma vez que s&o oriundos do limen e do célon
sigmoide, e a composicdo da microbiota intestinal € diferenciada tanto neste
segmento como ao longo de todo TGl e mucosa. E evidente que para informagdes
mais precisas sobre a populacdo microbiana do TGI, as amostras adequadas
deveriam ser tomadas durante endoscopias ou processos cirurgicos, 0 que torna o
acesso bastante invasivo e, portanto, desaconselhado e pouco utilizado em
pesquisas. Além disso, a falta de informacdes sobre os efeitos de anestésicos e
produtos de assepsia utilizados nestes procedimentos podem comprometer a
investigacdo (ISOLAURI, et al., 2004; LEY, et al., 2006). Deste modo, as abordagens
de estudo da microbiota intestinal humana sdo em geral baseadas em modelos in

vitro ou animal e na avaliagdo da microbiota fecal.

1.3 ProBIoTICOS: HISTORICO E CONCEITOS

E bastante remoto o histérico dos efeitos benéficos que alguns
microrganismos exercem sobre a salde humana. Os relatos mais antigos séo
atribuidos, em particular, as bactérias do acido latico. Em uma versdo persa do
Antigo Testamento (Génesis 18:8), ocorre uma afirmacao de que "Abrado deve sua
longevidade ao consumo de leite acido." Também em 76 A.C., o historiador romano
Plinio recomendava a administracdo de produtos lacteos fermentados no tratamento
de gastroenterites (BOTTAZZI, 1983; SCHREZENMEYER; de VRESE, 2001).
Entretanto, os estudos envolvendo estes microrganismos e seus efeitos clinicos em
animais e humanos sao contemporaneos, e se baseiam na producao de substancias
benéficas e/ou promocao de um equilibrio microbiano que favoreca o hospedeiro.

O conceito de microrganismo benéfico foi pioneiramente aplicado ao
Lactobacillus bulgaricus, quando ha mais de um século, ELIE METCHNIKOFF
(1905), salientou a importancia dos lactobacilos na microbiota intestinal, atribuindo-
lhes a propriedade de manutencdo da saude e longevidade do hospedeiro. No
entanto, o termo "probidtico”, foi proposto décadas depois, por Lilly e Stillwell (1965),

referindo-se a uma substancia secretada por protozoarios em simbiose. Parker
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(1974) pioneiramente, utilizou o conceito, aliado a utilizacdo de organismos ou
substancias que em oposicdo aos antibidticos, contribuem para o balanco da
microbiota intestinal; mas o termo foi popularizado posteriormente, por Fuller (1989),
quando entdo, definiu probidtico como suplemento alimentar a base de
microrganismos vivos, com efeitos benéficos ao hospedeiro por equilibrar a sua
microbiota intestinal.

O termo probiético vem sendo amplamente utilizado e, de acordo
com os dados obtidos nas abordagens de pesquisas, 0 conceito geral sofre sutis
alteracbes. Schrezenmeyer e de Vrese, (2001) definiram o termo como uma
preparacdo de microrganismos ou um produto que contenha microrganismos viaveis
em numero suficiente para alterar, por colonizagdo, a microbiota do hospedeiro,
promovendo beneficios a satde deste. Salminen e colaboradores, (2002), definiram
probioticos como preparacdes de células microbianas ou componentes destas,
viaveis ou inativas com efeitos favoraveis a saude e bem estar do hospedeiro. Os
beneficios devem ser avaliados em termo de mecanismos de agdo e critérios de
selecédo devidamente estabelecidos e documentados.

Alguns autores estendem a acdo dos probidticos também as células
inativas, e argumentam que tanto células vivas ou mortas em produtos probidticos
podem gerar respostas bioldgicas benéficas (HAVENAAR, et al., 1992; ADAMS,
2010). Esta abordagem abre novas perspectivas de pesquisas como, por exemplo, a
quantidade de células necessaria ou a proporgao viaveis/nao viaveis para obtencao
do efeito desejado. Além disso, 0 uso de probidticos inativados, tem vantagens
atraentes como a seguranca do consumo e a perspectiva de produtos com longa
vida de prateleira (ADAMS, 2010).

A FAO e WHO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations e World Health Organization) mantém o conceito geral definindo probidticos
como microrganismos vivos que, quando consumidos em quantidades adequadas,
conferem efeitos benéficos ao seu hospedeiro (FAO/WHO, 2001). No Brasil, a
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2005), segue a designacéo, e
preconiza a ingestdo de 10° - 10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) na
recomendacdo diaria do produto pronto para consumo, como quantidade minima de
bactérias viaveis para designacao de um alimento probidtico.

Em Julho de 2008, a Anvisa alterou a lista de microrganismos

probioticos utilizados comercialmente no Brasil, e atualmente, as bactérias
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Lactobacillus acidophilus, L. casei shirota, L. casei variedade rhamnosus, L. casei
variedade defensis, L. paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, B.
animallis (incluindo a subespécie lactis), B. longum e Enterococcus faecium
possuem alegacdo de funcionais. JA nos demais paises, os 6érgaos reguladores
como FAO e WHO caracterizam como probidticos um numero mais amplo de
microrganismos (SAXELIN, et al., 2005; SHAH, 2007; SOCOL, et al., 2010).

A literatura cientifica reporta dados suficientes para demonstrar que
os beneficios atribuidos a probiéticos sao inerentes a um aumento destes em um
dado ambiente e a uma diminuicdo de bactérias potencialmente patogénicas
(JANKOVIC, et al., 2010). Além disso, ha mais de 20 anos, ja havia sido
demonstrado com a ingestdao de probidticos que é possivel alterar a microbiota
intestinal de individuos saudéaveis, em favor de espécies de lactobacilos e
bifidobactérias. No entanto, ainda € complexa a associacdo desta mudanca e seus
efeitos benéficos em populacdes saudaveis (SAXELIN, et al., 1993; de VRESE, et
al., 2006). Por outro lado, hd consenso na associacdo de disbioses a doencgas
inflamatdrias crénicas (MANICHANH, et al., 2006), obesidade (LEY, et al, 2006) e
alergias (PENDERS, et al., 2006).

Em vista a popularidade dos alimentos probidticos e aumento
substancial do numero de artigos envolvendo estes microrganismos e seus efeitos,
publicados em revistas cientificas e pela imprensa leiga, a FAO e WHO (2001)
estabeleceram comités, cujas discussdes geraram um documento com diretrizes que
visam regulamentar a caracterizacao de microrganismos potencialmente probioticos,
garantir a seguranca do hospedeiro, observar os aspectos tecnoldgicos e comerciais
de probidticos em alimentos, bem como a comprovacdo clinica dos efeitos
esperados em individuos. (FAO/WHO, 2002).

1.4 DIRETRIZES PARA CARACTERIZACAO E APLICACAO DE MICRORGANISMOS PROBIOTICOS

A avaliacdo da eficacia de probidticos requer a compreensao das
caracteristicas de cada linhagem individualmente, embora o uso de bactérias
lacticas tenha um longo histérico de seguranca. Os 6rgaos reguladores do controle
sanitario em cada pais recomendam a caracterizacdo de quaisquer linhagens a

serem utilizadas com alegacéao probidtica.
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De acordo com as recomendacdes da FAO e WHO (2002) Erro!
Indicador ndo definido., o microrganismo potencialmente probidtico deve ser
avaliado e deve apresentar algumas caracteristicas fundamentais (Esquemal).
Dentre essas caracteristicas destacam-se a definicdo da origem e identificacdo, ser
inGbcuo, apresentar resisténcia a ambientes indspitos, e possuir atributos
tecnoldgicos que propiciem sua viabilidade em quantidade suficiente para promover
incrementos na saude do hospedeiro (COLLINS, et al, 1998; HOLZAPFEL, et al,
2002; GUEIMONDE; SALMINEN, 2006; LACROIX; YILDIRIM, 2007).

A origem do microrganismo é importante e sua identificacdo precisa
€ uma exigéncia: um produto probidtico confidvel exige a correta identificacdo da
espécie bacteriana utilizada. Esta identificacdo pode se basear no uso de técnicas
fenotipicas convencionais, aliadas a abordagem genética, 0 que permite uma
classificacdo taxondémica precisa. A validacdo do método € importante, pois as
investigacbes até o momento sugerem que muitos dos efeitos atribuidos ao
probidtico sdo linhagem especificos, de forma que estudos com uma espécie ou
linhagem ndo podem ser extrapolados para outras, mesmo aquelas estreitamente
relacionadas (FAO/WHO, 2002; GUEIMONDE; SALMINEN, 2006).

Os microrganismos probidticos devem ser resistentes ao estresse
ambiental, e ao ambiente gastrointestinal, além de possuir habilidades de
crescimento in vitro e apresentar baixa taxa de ocorréncia de mutagdes. A tolerancia
ao estresse fisiolégico como baixo pH, elevada osmolaridade e bile, simulando
ambientes extremos como no TGl é uma das caracteristicas essenciais a
probidticos, uma vez que podem assegurar a funcionalidade apds a ingestao
(LANKAPUTHRA, et al., 1995; BEGLEY, et al., 2006).
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Esquema 1 — Diretrizes para caracterizacdo de microrganismos probioticos para uso
em alimentos (Adaptado de: FAO/WHO, 2002)

1. Idenftificacio . Caracterizacio funcional
* Caracterizacio: Género, espécie e linhagem y | = Testesinvitro (resisténciaao
por metodos fenotipicos e genotiplcos ambiente gastromtes tmal)
* Deposite dalinhagem em bance de cultura ® Testes in vivo com animais
mternacional I

3. Avaliaciode seguranca
»  Testesin vifre &ou com animais

» Estudo com humanos (fazel)

/

4. Avaliaciode eficacia (fase 2) % Avaliacio de efetividade (fase 3)
* Grupos de humanaos avaliados em estudo duplo * Comparaiiodos efeitos aum
cego, randomizados, com placebo — tratamento padrio et condicdes
* Awaliagio de dados paradeterminagfio da eficacia especificas
da Imhagem
l 6. Romlagem do Produto

® Jdentificacio da linhagem e alegacio funcional

Alimento * (Quantidade minima de microrganismos vigveis
Prohidtico até o final da validade do produto

* Condigies deestocagem

® Dados do fabricante para mformagdes ao
consumidor

Até o momento, os estudos que avaliam a resisténcia de linhagens
potencialmente probidticas aos sucos gastrico, pancredtico e a bile, tém sido
conduzido in vitro, e em geral utilizam suco gastrico artificial, bile suina ou bovina e
extrato de pancreas de varios animais (DEL PIANO, et al., 2006) No entanto, a falta
de procedimento padrdo para avaliacdo da tolerancia ao TGl dificulta a comparacao
entre linhagens.

Em estudos envolvendo probiéticos, DEL PIANO e colaboradores
(2006 e 2008), investigaram a resisténcia de algumas linhagens de lactobacilos a
secregcOes gastrointestinais artificiais e reais de origem humana, obtida em
procedimentos clinicos, e observaram com relagdo ao suco gastrico que, menos de
20% das bactérias sobreviveu ap6s uma hora da exposicdo ao suco gastrico
simulado. Ja o suco gastrico humano manteve uma taxa de sobrevivéncia entre 15%
e 45%. Quanto a bile, foi demonstrado que as linhagens foram claramente mais

sensiveis a bile bovina comparada a sais de bile humana. Com relagdo ao suco
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pancreatico, os autores verificaram que a sensibilidade varia em funcédo do tempo de
exposicao e que nao ha diferenca significativa entre o suco pancreatico simulado e o
humano. Deste modo, os autores propdem a utilizacdo de secre¢cbes humanas na
avaliacdo da resisténcia de probioticos ao TGI.

Embora alguns parametros usados com frequéncia na
caracterizacdo de probioticos, como a resisténcia a sais biliares in vitro, tenham
correlacdo direta com a sobrevivéncia no TGl in vivo (CONWAY, et al., 1987), a
positividade nestes testes ndo é suficiente para caracteriza-lo como probiético e em
geral testes in vivo sdo recomendados (FAO/WHO, 2002).

Probioticos devem ter Status GRAS (Generally Recognized as Safe).
Ainda que a recomendacdo da FAO seja para avaliagdo de toda e qualquer
linhagem com finalidade de uso probiético, os dados necessarios para avaliar a
seguranca destes microrganismos podem variar, dependendo da espécie de
interesse, da intencdo de aplicacédo e/ou da populacdo alvo.

Historicamente, lactobacilos e bifidobactérias associados a alimentos
tém sido considerado seguros (ADAMS; MARTEAU, 1995), entretanto, se ndo ha
histérico de uso seguro, sdo necessarios estudos pré-clinicos extensivos, incluindo
estudos de toxicidade conforme definido pelo Manual para ensaios com produtos
quimicos - OECD 408, (1998), além de estudos clinicos que demonstrem
tolerabilidade da populagéo alvo (JANKOVIC, et al, 2010).

A literatura reporta alguns casos de infeccbes sistémicas
relacionadas ao consumo de produtos probidticos comerciais (FAO/WHO, 2002).
Embora todos eles sejam associados a pacientes em condicdes médicas
subjacentes, ha uma preocupacdo da comunidade cientifica no sentido de suprimir
estas ocorréncias. Além disso, ha uma preocupacéo relacionada a linhagens de
Enterococcus resistentes a vancomicina e outros microrganismos multi-resistentes
as terapias antibidticas, uma vez que é possivel transferir plasmideos de resisténcia
a outros microrganismos inécuos (COURVALIN, 2006). Microrganismos probioticos
devem exibir tolerancia a substancias antimicrobianas utilizados na pratica clinica,
entretanto, ndo devem ser capazes de transmitir o fator de resisténcia a outros
microrganismos (DEL PIANO, et al., 2006).

Em geral, os testes de seguranca sao aplicados em trés fases que
compreendem primeiramente a inocuidade do microrganismo, sobretudo no que

concerne a infeccbes sistémicas, atividades metabodlicas deletérias, excessiva
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estimulacdo do sistema imune em individuos suscetiveis. Em seguida, deve-se
avaliar a sua eficacia. Essa deve ocorrer com base nos efeitos observados em
grupos de individuos, comparados a um grupo controle, preferencialmente em
grupos duplo cego randomizado com placebo, que visam a comprovacao bioldgica e
estatistica dos efeitos inerentes aquele microrganismo utilizado. E por fim, a
eficiéncia, que trata da comparacdo dos efeitos do probidtico com relacdo a um
tratamento padrdo sob uma condicdo especifica, esta fase geralmente ndo é
aplicada a alimentos probiéticos (Item 5 do Esquema 1). Ainda em se tratando de
probioticos em alimentos, nenhum efeito adverso deve ser apresentado mediante o
consumo; na ocorréncia de algum efeito colateral na fase de avaliacdo de
seguranca, deve ser relatado e monitorado (FAO/ WHO, 2002).

Estes microrganismos devem se manter viaveis durante e apos o
processamento, o0 transporte e estocagem no produto que os contém, além de
manterem uma estabilidade que garanta o efeito benéfico quando consumidos.

A estabilidade de microrganismos probiéticos varia de acordo com o
género, espécie, linhagem e acima de tudo com o processamento e a formulagéo do
produto no qual estdo inseridos. Por consequéncia, esta estabilidade € dependente
da etapa de selecdo de linhagens tolerantes as condicbes do TGI, adaptacdo ao
estresse (técnicas de cultivo, manipulacdo, preservagdo) e posteriormente as
tecnologias de fermentacao. A inclusdo de micro-nutrientes, uso de embalagem com
materiais impermeaveis ao oxigénio, a sonicacao e a micro-encapsulacao podem ser
empregadas visando manter e/ou aumentar a viabilidade dos probidticos (SAKAR,
2010). Parametros como a atividade de agua, temperatura, pH, pressao osmatica,
concentracdo de oxigénio e estresse mecanico, também influenciam nesta
estabilidade (DEL PIANO, 2006).

A resisténcia de BAL, sobretudo de algumas linhagens de
Lactobacillus e Bifidobacterium, a sais biliares e acidos € um dos principais fatores
para 0 uso destes microrganismos como probidticos. O efeito das condicdes
gastrointestinais sobre a sobrevivéncia destes organismos revela diferentes niveis
de tolerancia em funcdo da linhagem avaliada (HAVENAR, et al., 1992;
LANKAPUTHRA; SHAH, 1995; JAYMANNE; ADAMS, 2006). Além disso, muitas
linhagens de Lactobacillus e Bifidobacterium spp. s&o incapazes de sobreviver em
condicbes acidas ou basicas (SHAH, 2000). Dai a importancia na avaliacdo e

selecdo de potenciais probidticos.
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A viabilidade e estabilidade de microrganismos probioticos séo
parametros chaves as alegacdes funcionais atribuidas a estes organismos e devem
ser previstos, sobretudo nas etapas de selecdo e processamento do probibtico, ja
que diversos fatores afetam esta condicdo até que o microrganismo alcance o local
alvo no hospedeiro (LACROIX; YILDIRIM, 2007).

Uma alternativa a manutencdo de células probidticas com alta
viabilidade é a adicdo de substancias cujo objetivo seja a protecdo das células
contra injurias provocadas pelos processamentos. Estes compostos agem para
incrementar a sobrevivéncia de probioticos durante o0 processamento e
armazenamento dos alimentos, e adicionalmente, eles podem melhorar o processo
digestivo (SAVINI, et al., 2010). As substancias mais comumente empregadas sao:
leite, nitrogénio ndo protéico, hidrolisado protéico de soro de leite, L-cisteina, alguns
prebioticos ou carboidratos simples (SaNKAR, 2010).

Dave e Shah (1998) observaram que a aplicacdo de cisteina,
concentrado protéico do soro de leite, hidrolisado acido de caseina ou triptona
protegeu células de B. longum melhorando sua viabilidade. Os mesmos autores
recomendaram também L- cisteina como fator de protecdo em células de L.
acidophilus. Também, Savini e colaboradores (2010) avaliaram varios agentes
crioprotetores na viabilidade de L. rhamnosus IMC 501® e L. paracasei 502®
liofilizados. Eles observaram que a glicerina estabilizou a viabilidade nas duas
espécies e 0 manitol aumentou a viabilidade das bactérias, mesmo de células
estocadas por cinco meses, a temperatura ambiente, quando comparado ao mesmo
processo sem agentes protetores.

As interagbes entre microrganismos devem ser consideradas tanto
na producédo de alimentos como em quaisquer produtos onde ocorra mais de uma
linhagem. Um exemplo de interacédo desfavoravel ocorre com a presenca de O; livre,
que no metabolismo de algumas bactérias desencadeia a ativacdo do sistema
lactoperoxidase. Este sistema € tido como um fator antimicrobiano natural do leite e
para ativacdo, sdo necessarios lactoperoxidase, H20, e tiocianato. Basicamente, 0
tiocianato € oxidado pela H,O, numa reacdo catalisada pela peroxidase. S&o
formados dois compostos: o acido hipotiocianico e hipotiocianato, que atuam com
antimicrobianos ativos (SARKAR; MISRA, 1994), o que pode inibir tanto espécies

indesejadas como as espécies de interesse no meio. Embora seja desativado pelo
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calor, o sistema lactoperoxidase pode ser reativado por algumas bactérias
iniciadoras, pela producao de H;0.

Sarkar e Misra, (1994) relataram a inibicdo do crescimento das
espécies do iogurte e de L. acidophilus durante a fabricacdo de um leite fermentado,
devido a reativacdo do sistema lactoperoxidase pela producdo de H,O, por uma ou
mais das espécies presentes. Do mesmo modo, observou-se inibicdo de B. bifidum e
B. longum em presenca de altas concentragdes de O, e subsequente producéo de
H,O, (KAWASAKI, et al., 2006). Adicionalmente, o H,O; intracelular também pode
bloquear a enzima frutose-6-fosfofrutocetolase responsavel pelo metabolismo de
aclcares em bifidobactérias (SAKAR, 2010). E possivel controlar a producédo de
metabdlitos como acidos ou H,0O,, que influenciam o crescimento e viabilidade dos
microrganismos num dado ambiente, para tanto, as interagdes entre linhagens ou a
entrada de compostos que desencadeiem estes fendbmenos devem ser muito bem
controladas. A escolha adequada de embalagens e/ou a adicdo de agentes
sequestrantes de oxigénio como o acido ascorbico, podem ser fundamentais nestes
processos (SAKAR, 2010).

Ainda, no contexto de interacdes microbianas, utiliza-se fermentacéo
em dois estagios, visando obter maior viabilidade das culturas probioticas. Na
producdo de iogurtes probidticos, a primeira fase da fermentacdo envolve culturas
probiéticas durante 2h, seguido de fermenta¢do normal, com as culturas tradicionais
do iogurte (LANKAPUTHRA; SHAH, 1997).

Na incorporacdo de novas linhagens em qualquer produto, seu
comportamento interativo com a cultura normal do produto ou entre as culturas
contidas, devem ser avaliados, portanto, muitas vezes as linhagens séo
selecionadas com base em propriedades tecnoldgicas e ndo com base na promocéo
da saude (LACROIX; YILDIRIM, 2007); embora a coexisténcia de ambas as
propriedades seja sempre desejavel e mais adequada.

Outro fator que afeta a viabilidade de microrganismos probi6ticos,
esta relacionado a adaptacao das linhagens a condi¢cdes estressantes no processo
de obtencédo de culturas. Estresse em doses subletais tem sido usado, no intuito de
promover adaptacdo e melhorar a viabilidade. Alguns autores argumentam algumas
linhagens de bifidobactérias submetidas a estresse subletal, tanto pelo aumento de
temperaturas, quanto da concentracdo de sais; pode levar a sintese de proteinas

protetoras especificas, resultando numa melhor adaptacdo ao meio e, por
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consequéncia, levar a uma maior viabilidade (SCHIMIDT; ZINK, 2000; LACROIX;
YILDIRIM, 2007). SAARELA e colaboradores (2004) também observaram que, na
fase estacionaria das culturas probidticas, os tratamentos subletais aumentam a sua
viabilidade, tanto em escala de laboratério quanto em escala industrial. Os autores
enfatizaram que o efeito foi mais acentuado em linhagens de Lactobacillus do que
Bifidobacterium.

No entanto, alguns autores chamam a atengcdo para os efeitos
destes tratamentos e alegam que adaptacdes a condigdes de estresse podem levar
a reducédo na atividade celular, e eventualmente, a alteracdes na funcionalidade de
células probidticas no intestino. E evidente que ha necessidade de desenvolver uma
compreensdo mais aprofundada das respostas de probidticos a estas condiges
especiais (LACROIX; YILDIRIM, 2007).

O ambiente inospito do trato gastrointestinal e as tecnologias
empregadas para veiculacdo destes microrganismos sao grandemente responsaveis
por flutuacdes populacionais e baixa viabilidade de bactérias probidticas no
organismo. E possivel que a ingestdo associada a alimentos proteja as bactérias
durante a passagem pelo trato gastrointestinal ou que bactérias de origem humana
tenham uma maior tolerancia as secrecbes (FLOCH, 2002; DEL PIANO, 2006;
RANADHEERA, et al., 2010).

Dentre as muitas abordagens aplicadas a microrganismos
probioticos, com intuito de aumentar e manter a viabilidade, os processos de
imobilizacdo e microencapsulacdo vém ganhando espaco na comunidade
académica e nas industrias. Essas tecnologias podem se constituir ferramentas que
melhoram a acdo de compostos bioativos em alimentos, particularmente, podem
manter a viabilidade de probidticos em ambientes in0spitos, uma vez que estes sao
protegidos pelos agentes encapsulantes (CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007).

O método mais comumente utilizado envolve o preparo de capsulas
com uma solucdo de hidrocol6ides onde séo incorporados 0s microrganismos, com
posterior extrusdo. E um processo no qual as células vivas sdo empacotadas,
impedindo a sua exposi¢cdo direta ao ambiente desfavoravel, mas que permite a
difusdo de nutrientes para dentro e para fora da matriz, aumentando assim a
viabilidade das células (TALWALKAR; KAILASAPATHY, 2003).

Doleyers e colaboradores (2002), observaram que as células

imobilizadas de B. longum em granulos de goma gelana aumentou em quatro vezes
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a producédo de células quando comparado a cultura de células livre. Sakar, (2010),
bem como SOCOL e colaboradores (2010) fazem referéncia a estudos que abordam
a microencapsulacdo como uma ferramenta adequada para proteger BAL
probiéticas contra o efeito do oxigénio, congelamento, condi¢cbes acidas,
processamento e estocagem; além de proteger das condicfes indspitas do TGl
(Tabela 1).

Por conta de todos estes fatores, a producdo de probidticos em
escala industrial € um desafio tecnolédgico, tanto pela obtencdo de um grande
namero de células viaveis, como pela manutencdo desta viabilidade no produto
pronto para consumo. Embora a quantidade de células requeridas para produzir
beneficios terapéuticos ndo seja conhecida e possa variar em func¢édo da linhagem e
do efeito de salde desejados, em geral o nivel minimo de 10° bactérias probiéticas
viaveis/mL ou g do produto (alimento) tem sido recomendado (OUWEHAND;
SALMINEN, 1998; ANVISA, 2008). No entanto, o periodo de ingestdo necessario a
obtencdo de efeitos benéficos, € uma incognita e parece variar em funcdo do

microrganismo utilizado e do hospedeiro.

Tabela 1 — Agentes encapsulantes utilizados em microrganismos probiéticos

Microrganismos encapsulados Materiais aplicados
B. bifidum Carragena, alginato
B. infaniis Alginato, gelana,. xantana goma arabica.

amido solivel

B. longum Carragena_ alginato, goma locusta

B. lactis Alginato, alginato de caleio

B. breve Proteinas do soro de leite, alginato + amido,

B. pseudolongum Ftalato de celulose, polimeros de acetato

L. lactis Alginato gelatina, tolueno 2.4 diisocianato

L. acidophillus Alginato, alginato de cédlcio, alginato +
amido

L. plantarum Alzmnato

L. delbrueckii sp. bulgaricus Alginato, oleo de sesame, lauril sulfato de
sodio

L. reuteri Alginato + amido

L. rhamnosus Alginato

Adaptado de: SAKAR (2010) e SOCOL, et al_, (2010).
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Por fim, probioticos devem apresentar propriedades funcionais
benéficas ao hospedeiro (COLLINS, et al., 1998; HOLZAPFEL, et al., 2002).

Os probidticos podem fornecer muitos beneficios a salde humana e
animal, principalmente através da manutencdo do equilibrio e composicdo da
microbiota intestinal. Muitos dados suportados por estudos clinicos evidenciam o uso
de microrganismos probiodticos na prevencdo das doencas do trato gastrointestinal,
respiratério e urogenital.

Dentre o0s beneficios a saude atribuidos a microrganismos
probioticos, incluem-se: atividade antimicrobiana, reducdo do risco de doencas
gastrointestinais, melhora no metabolismo da lactose, propriedades antimutagénicas
e anticancerigenas, efeito hipocolesterolémico, propriedades anti-diarréicas,
estimulacdo do sistema imunomodulador e melhora nas doencas inflamatérias
intestinais (OUWEHAND; SALMINEN, 1998; GILL, et al., 2001; ISOLAURI, et al.,
2004; SHAH, 2007; RANADHEERA, et al., 2010). Alguns dos beneficios de saude
estdo bem estabelecidos, enquanto outros apresentam resultados promissores em
estudos in vitro ou em modelos animais; necessitam portanto, de investigagdes mais
aprofundadas.

O modo de acéo para alguns dos efeitos inerentes a probiéticos ja
estdo bem fundamentados, o que habilita 0 microrganismo envolvido a ser utilizado
de forma segura. Em geral os microrganismos cujas alega¢cfes sao bem definidas,
rapidamente sdo comercializados, adicionados a iogurtes, leites fermentados,
gueijos, sorvetes, sucos, cereais, associados ou hdo a compostos prebidticos para
uso humano ou como complementos de ragao para uso animal (GRANATO, et al.,
2010; RIVERA-ESPINOZZA; NAVARRO, 2010; GAGGIA, et al., 2010).

A recomendacdo da FAO/WHO para rotulagem de produto final,
pronto para consumo, deve conter:

v' A identidade do microrganismo, incluindo género, espécie e
designacdo da linhagem. A denominacdo da linhagem n&o deve induzir o
consumidor a erros sobre sua funcionalidade.

v A viabilidade minima deve ser mantida até o final da vida de
prateleira determinada aquele produto;

v As alegacdes de saude referentes ao produto devem ser

indicadas;
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v’ Deve informar a quantidade minima a ser consumida para
promocao do efeito de saude esperado,

v" Discriminagao das condi¢des de estocagem

v Identificacdo e dados a respeito do fabricante, que permitam ao

consumidor acessar outras informacgdes que julgue adequadas.

1.5 MECANISMOS DE ACAO DE MICRORGANISMOS PROBIOTICOS SOBRE O HOSPEDEIRO

Véarias propriedades benéficas tém sido atribuidas aos
microrganismos probioticos e a comprovacao destes efeitos, com base em estudos
in vitro e in vivo € uma premissa dos orgaos reguladores (OMS, FAO, ANVISA),
tanto para caracterizar um microrganismo como probiético, como para regularizar

seu uso em alimentos ou farmacos.

1.5.1 Capacidade de Adeséo e Inibicdo de Patdégenos

Para atingir o epitelio e chegar aos receptores que permitirdo a
adesdo e colonizacdo, os microrganismos devem superar todas as etapas de
passagem pelo TGl. Embora seja uma caracteristica associada a espécies ou
linhagens, algumas bactérias probidticas tém a habilidade de aderir as superficies da
mucosa intestinal. Esta caracteristica é associada a promocdo de efeitos
imunomoduladores (OHASHI; USHIDA, 2009). Os mecanismos de adesdo sao
complexos, e em geral associados a competicdo e a capacidade de comunicacao
destes microrganismos (“crosstalking” ou "quorum sensing") embora, muitos destes
efeitos ndo sejam esclarecidos (OUWEHAND, et al., 2002b; MEDELLIN-PENA, et
al., 2007).

Muitas linhagens probi6ticas podem aderir a camada mais externa
do muco ou as particulas de alimentos formando um biofilme na sua superficie e
impedindo a adesdo de patdégenos. A competicdo por espaco para adesao, que
acontece entre as bactérias comensais e 0s patogénicos exdgenos, resultam na
exclusao competitiva no liumen intestinal. Este conceito foi popularizado no inicio de
1970, quando se descobriu que a administracdo de microrganismos de origem
intestinal de frangos adultos conferia resisténcia contra infecgcdo por Salmonella a
pintainhos (NURMI, et al., 1992).
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A capacidade de aderir & mucosa intestinal, bloqueando os sitios de
adesdo nas células epiteliais € observada em cultivo de células e eventualmente em
estudos in vivo utilizando modelos. WANG e colaboradores (2009) observaram
adesdo de L. plantarum e consequente aumento da resposta imune em células
Caco-2 e IEC-6 em estudo in vitro. Posteriormente, utilizando camundongos, foram
confirmados tanto a colonizacdo do TGI, como a melhora do sistema
imunomodulador in vivo.

Além disso, estas bactérias podem estabelecer uma relagédo
simbidtica com o hospedeiro, criando um nicho de competicdo por nutrientes, onde a
bactéria sinaliza o quanto precisa de um dado nutriente, o hospedeiro o produz e por
sua vez este nutriente € completamente consumido. A produgdo e consumo total
deste recurso impede a super producdo do nutriente que favoreceria outros
microrganismos concorrentes, iSso cria nichos ecolégicos que sdo associados a
exclusdo de patégenos exogenos (GUARNER; MALAGELADA 2003). Alguns
autores associam a inibicdo da aderéncia de enteropatégenos a inducdo da
expressao de genes de mucina intestinal (MACK, et al.,1999).

Finalmente, as bactérias comensais, sobretudo as probioticas,
podem inibir o crescimento de seus concorrentes através da producdo de
substancias antimicrobianas. A capacidade de sintetizar bacteriocinas € amplamente
difundida na microbiota intestinal, e o organismo do hospedeiro pode controlar a
producdo de tais substancias, uma vez que a maioria destes compostos sao
degradados por proteases digestivas, de forma que a acao € localizada (BERNET, et
al., 1994; GUARNER; MALAGELADA, 2003).

Um dos efeitos benéficos da viabilidade de BAL no TGI é,
possivelmente, devido a proliferacdo transitoria destas bactérias in vivo, que
representam uma barreira microbiana contra o desenvolvimento de bactérias
patogénicas (HEYMAN; MENARD, 2002).

1.5.2 Atuacdo em Desordens Intestinais
A intolerancia a lactose resulta da deficiéncia primaria e secundaria

de lactase, e tem por consequéncia, dor e distensdo abdominal, flatuléncia e

diarréia. A ocorréncia de diarréias é associada a um aumento da carga osmaotica no
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intestino delgado, com subsequente secrecdo de liquido nas fezes (SHERMAK, et
al., 1995).

Probiéticos sdo frequentemente relacionados a melhor absor¢édo da
lactose em individuos com deficiéncia de lactase. Os mecanismos propostos se
devem a presenca da enzima /?-galactosidase, uma lactase bacteriana que auxiliam
a clivagem da lactose antes que ela atinja o célon, levando a posterior absorcdo sob
a forma de monossacarideos (DEWIT, et al., 1990).

As infecgbes do intestino como doenca de Crohn, pouchites, colites
e sindrome do intestino irritado, sdo geralmente caracterizadas por disfuncbes
intestinais com irritacdes na mucosa, ocorréncia de diarréia e, muitas vezes,
vomitos. Em casos de gastroenterites associadas a patdgenos e uso de antibiéticos
ou infecgBes por virus, a ingestdo de probidticos minimiza os efeitos e diminue o
periodo de diarreias (GUARINO, et al., 1991). Em geral, o efeito € atribuido ao
aumento de anticorpos, que promovem melhorias no sistema imunomodulador do
hospedeiro (WALKER, 2008).

Em resposta a toxinas de Clostridium difficile, a ingestdo de
Saccharomyces boulardii, levou ao aumento dos anticorpos IgA e IgG. Do mesmo
modo, individuos com gastroenterite rotaviral, tiveram aumento da producédo de IgA
apos a ingestao de L. rhamnosus GG (WALKER, 2008)

Helicobacter pylori é uma bactéria que coloniza a mucosa géstrica, e
sua presenca € frequentemente associada a Ulceras gastricas e ocorréncia de
cancer, embora seu papel na etiologia destas doencas nao seja elucidado. O efeito
de probidticos sobre H. pylori foi evidenciado em estudos in vitro e envolvendo
modelos animais. Estes estudos comprovam que substéncias antimicrobianas,
incluindo &cidos organicos produzidos por algumas linhagens de Lactobacillus,
inibem o crescimento e adesao das células de H. pylory. Além disso, o efeito de
probidticos sobre o sistema imunomodulador do hospedeiro reforca suas defesas
contra este tipo de patégeno (KUMAR, et al., 2010).

A enterocolite necrosante € uma resposta inflamatéria aguda, que
afeta bebés prematuros. Acredita-se que a inflamacdo e necrose do intestino
delgado ocorrem, devido a imaturidade da mucosa que, em contato com alguns
microrganismos patogénicos, desencadeia uma resposta inflamatéria (WALKER,

2008). Um estudo clinico envolvendo recém nascidos prematuros, demonstrou que a
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introducdo dos probidticos Lactobacillus lactis e Bifidobacterium infantis podem
prevenir a expressao desta inflamacao (DESHPANDE, et al, 2007).

Os probidticos, por seu efeito imunomodulador, também estéo
associados ao alivio de respostas inflamatérias em alergias de origem alimentar
(KUMAR, 2010).

1.5.3 Efeito Sobre o Sistema Imunomodulador

Muitos estudos, indicam que a microbiota intestinal autdctone
representa um importante modulador da homeostase intestinal. As interacdes desta
microbiota com a mucosa epitelial e o tecido linféide, estimulam o sistema imune no
hospedeiro (SHI; WALKER, 2004).

Com a descoberta dos receptores toll-like (TLRs), uma classe de
proteinas que atuam num papel chave no sistema imune, em células epiteliais,
endoteliais e linféide de eucariotos, foi proposto que estes receptores poderiam
interagir com padrdes moleculares de patdégenos e bactérias comensais modificando
a resposta inata e adquirida (AKIRA, et al., 2001). Os receptores TRLs interagem
com lipopolissacarideos na forma de complexos de proteinas apdés ancoragem na
superficie celular por moléculas de superficie como o CD14. Com esta interacao,
uma série de moléculas de sinalizacdo sao ativadas na célula para a liberacdo do
fator de transcricdo nuclear (NFkB) que, por sua vez, transcreve citocinas
inflamatorias, por exemplo, IL-8 e IL-6 que desencadeiam uma resposta inflamatoria
na presenca de um patégeno invasor (WALKEr, 2008).

O efeito das intera¢des entre microrganismos e o TGl é observado
em animais mantidos em ambientes isentos de contaminagcdo e posteriormente
colonizados com probidticos. Imediatamente apds a exposicdo aos microrganismos
do lumen, o numero de linfécitos intra-epiteliais aumenta muito. Os centros
germinativos com células produtoras de imunoglobulinas surgem rapidamente nos
foliculos e na lamina propria, e as concentracbes de imunoglobulinas aumentam
substancialmente no plasma (GUARNER; MALAGELADA, 2003). Esse efeito
também é relacionado a capacidade de microrganismos probiéticos interagirem com
foliculos linfoides intestinais (placas de Peyer), estimulando a resposta imune das

mucosas por acdo das células B, produtoras de IgA, e a migracdo de linfocitos ou
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células T do intestino, um dos principais responsaveis pela imunidade celular
(WALKER, et al., 2006).

Estudos demonstram que os probiéticos também favorecem a
atividade fagocitica inespecifica dos macrofagos alveolares, por acdo sistémica
devido a secrecdo de mediadores que estimulam o sistema imune (CROSS, 2002).
Além disso, foi reportado que as células dendriticas podem estender seus apéndices
entre e na superficie das células epiteliais. Esta interacdo leva a maturagdo das
células dendriticas e a liberacdo de citocinas, que desencadeiam a conversdo de
células T helper, um componente importante na prevencédo de doencas (WALKER,
2008).

MEDINA, et al., (2007) avaliaram a capacidade de diferentes
linhagens de B.longum de induzir a producéo de citocinas por células sanguineas.
Todas as linhagens induziram padrbes de citocinas especificas, sugerindo
envolvimento destas proteinas na emissdo de sinais entre as células durante o
desencadeamento de respostas imunes.

Em estudos in vivo e in vitro, envolvendo a suplementacdo da dieta
de camundogos saudaveis com Lactobacillus rhamnosus HNO0OOle DR20, L.
acidophilus HNO17 e B. lactis HNO0O19 e DR10, demonstraram que estes
microrganismos foram capazes de aumentar varios indices da imunidade natural e
adquirida (GILL, et al., 2000).

Em um estudo com criancas alérgicas a leite de vaca, em dieta
suplementada com L. rhamnosus GG, foram detectados maior dosagem de
imunoglobulina IgA e menor nivel do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), em
comparacao com o grupo placebo (ISOLAURI, 1996).

A associacao do consumo de probidtico a incrementos do sistema
imunomodulador tém sido bem suportado por estudos clinicos, e ha um consenso
guanto ao equilibrio da microbiota intestinal e estes efeitos. Em contrapartida, o
desequilibrio desta interacao é diretamente correlacionada a ocorréncia de doencas.

1.5.4 Probidticos na Prevencao de Desordens Celulares
O papel de microrganismos probiéticos na prevencdo de cancer de

colon ainda ndo é bem esclarecido. No entanto, o uso de probiéticos foi relacionado

a reducdo da atividade de enzimas fecais, conhecidas por produzir compostos



43

genotoxicos que atuam como iniciadores de tumores em seres humanos
(GUARNER; MALAGELADA, 2003).

O efeito da dieta no processo de carcinogénese pode ser mediado
por mudancas na atividade metabdlica e composicdo da microbiota do célon
(GUARNER; MALAGELADA, 2003). Existem evidéncias de que 0 microbiota
intestinal normal pode influenciar a carcinogénese pela producdo de enzimas que
transformam pro-carcinogénicos em compostos ativos. Entre as enzimas encontra-
se as P-glucuronidases, azoredutases e as nitroredutases (PICARD, et al., 2005).

As enzimas B - glucuronidases bacterianas no colon sdo capazes de
liberar substancias cancerigenas derivadas da conjugacdo hepética com o acido
glicurbnico e é um fator critico na circulacdo entero-hepatica de drogas e outros
compostos externos. Azo e nitroredutases reduzem seus substratos a aminas, em
geral mais toxicas do que o composto de origem. Dentre estes produtos, a amoénia
gue é considerada um potencial promotor de tumores no célon. Outros produtos com
possiveis efeitos adversos na mucosa intestinal sdo os acidos biliares secundarios
(PICARD, et al., 2005).

Ha também evidéncias de que microrganismos probiéticos protejam
0 hospedeiro da atividade carcinogénica pela diminuicdo da producédo e/ou atividade
destes potenciais carcinogénicos (SAIKALI, et al., 2004; PICARD, et al., 2005). Os
efeitos anticarcinogénicos podem ser atribuidos a inibicdo de enzimas pro-
carcinogénicas ou a estimulacdo do sistema imune do hospedeiro (GUARNER,;
MALAGELADA, 2003).

Alguns microrganismos intestinais produzem no seu metabolismo,
aminas heterociclicas, que sdo associadas a mutagenicidade, estes compostos
ocasionam danos severos ao DNA nas células do célon do hospedeiro, no entanto,
0S microrganismos probidticos associados aos compostos prebibticos sdo capazes
de absorver e desintoxicar tais compostos (WOLLOWSKI, et al., 2001).

Com relacdo as aminas heterociclicas, em um estudo que investigou
a eficacia de BAL contra 2-amino-3-metilimidazol [4,5-f] quinolina, demonstrou-se
gue oito Lactobacillus, dentre 76 BAL avaliadas, apresentaram efeito antimutagénico

(TAVAN, et al., 2002; PICARD, et al.; 2005).
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1.5.5 Efeito nas Doencas Cardiovasculares

Estudos demonstram que probidticos tém efeito benéfico sobre
algumas desordens metabdlicas como a hipertensao e hipercolesterolemia (LYE, et
al., 2009). A sintese do colesterol ocorre principalmente no intestino. Desta maneira,
a microbiota intestinal promove efeitos no metabolismo lipidico, diminuindo os niveis
do colesterol sanguineo e aumentando a resisténcia da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) a oxidacéo, levando a uma reducéo da presséao arterial (GOEL, et
al., 2006).

Experimentos com lactobacilos ou bifidobactérias evidenciam a
diminuicdo dos niveis de colesterol sérico total e de lipoproteina de baixa densidade
(LDL), além do aumento da lipoproteina de alta densidade (HDL) (LIONG; SHAH,
2004).

Os mecanismos propostos para estes efeitos sdo associados a
assimilacdo do colesterol durante o crescimento bacteriano ou a ligacdo do
colesterol a superficie da parece celular destas bactérias (LIONG; SHAH, 2004).
Além disso, ha hipoteses relacionadas a capacidade de alguns microrganismos
probioticos em produzir hidrolases que desconjugam &cidos biliares. Estes
compostos quando desconjugados sao reabsorvidos com menor eficiéncia quando
comparados aos &cidos biliares conjugados, resultando em aumento da sua
excrecao nas fezes. Como o colesterol € precursor da sintese de acidos biliares, a
medida que aumenta a demanda para sintese destes acidos que devem ser
repostos, ocorre reducao das concentracdes plasmaticas de colesterol (BEGLEY, et
al., 2006).

Os avancos recentes no estudo da microbiota intestinal tém
identificado este ambiente como um dos fatores que modulam o metabolismo
lipidico, dai a associacdo do equilibrio microbiano intestinal na possivel reducdo da
obesidade (RASTMANESH, 2011).

A compreensdo dos mecanismos de acdo destes microrganismos
tornara possivel a selecdo de linhagens que atendam as necessidades de cada
hospedeiro. Essa necessidade é claramente indicada pelas diferengcas na
capacidade de aderéncia a mucosa, pela producao de muco nas diferentes faixas

etarias e pela influéncia de doencas sobre a adesdo de probidticos. O uso de
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probioticos selecionados para grupos especificos de individuos, podem ser mais
eficazes a saude (OUWEHAND, et al., 2002).

1.6 ABORDAGEM MOLECULAR NO ESTUDO DE MICRORGANISMOS PROBIOTICOS

As técnicas tradicionais de cultivo microbiano, usadas para estudos
da microbiota do TGI, sdo fundamentadas na analise de fenétipos com base na
caracterizagdo morfolégica ou bioquimica. Estas técnicas sao laboriosas,
demoradas, sujeitas a interpretacdes equivocadas e permitem acessar apenas
aproximadamente 40% desta microbiota (CAREY, et al., 2007). As razfes para as
deficiéncias do cultivo destes microrganismos por métodos tradicionais incluem
desconhecimento do perfil nutricional do microrganismo, a seletividade do meio de
cultura, o estresse imposto pelos procedimentos de cultivo, a necessidade de
estringéncia das condicbes ambientais e dificuldades em simular as interacfes com
0 hospedeiro e com outros microrganismos (ZOETENDAL, et al., 2004).

Estudos envolvendo acidos nucleicos indicaram que a maioria das
bactérias em uma variedade de ecossistemas sao diferentes daquelas descritas em
avaliacbes por metdédos dependentes de cultivo. Isto levou a um extenso
desenvolvimento e aplicacdo de métodos independentes de meios de cultura para
estudar ecossistemas microbianos complexos (ZOETENDAL, et al, 2004;
ZOETENDAL, et al., 2008).

A reacdo da polimerase em cadeia (PCR), desenvolvida por Kary
Mullis na década de 80, possibilitou a producéo, in vitro, de mdltiplas cépias de
sequéncias especificas de DNA, sem a necessidade de clonar estes segmentos
(ALBERTS, et al., 1994). VariacOes desta técnica visam atender as necessidades e
as evolucdes da biotecnologia.

Adicionalmente, as BAL e bifidobactérias tém recebido muita
atencao, especialmente a partir da criacdo do consorcio para sequenciamento do
genoma destes microrganismos (Lactic Acid Bacteria Genome Consortium - LABGC)
nos EUA, o que culminou no sequenciamento do genoma de linhagens industriais
relevantes e muitos outros sequenciamentos estdo em andamento. Atualmente,
quatorze linhagens de Lactobacillus e dez de Bifidobacterium j&a foram sequenciadas
pelo consorcio (http://www.jgi.doe.gov/genome-projects/) ou por iniciativas privadas,

sendo que, B. longum NCC2705 foi a primeira bifidobactéria a ter seu genoma
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sequenciado em 2002, e L. plantarum WCSF1 em 2003, o primeiro lactobacilo
(O'FLAHERTY, et al., 2009).

A facilidade de acesso a dados genbmicos relacionados a
microrganismos probidticos bem como as variedades de imunoensaios para estudos
"in vivo" visando elucidar os efeitos fisiologicos de terapias probioticas, além de
abordagens moleculares baseadas em PCR, ribotipagem, hibridizacdo com sondas,
tém aumentado significativamente o conhecimento da estrututa, diversidade e
fatores que influenciam a dinamica da comunidade microbiana do TGI, bem como os
mecanismos pelos quais os probioticos podem influenciar a homeostase intestinal
(VAUGH, et al., 2005; WALKER, et al., 2006; CAREY, et al., 2007).

Neste cenario favoravel, marcadores moleculares na identificagdo de
microrganismos probidticos vém sendo empregados com sucesso e variadas
técnicas evidenciam poderosas ferramentas que podem ser adequadas ao objeto de
pesquisa e as condi¢cdes laboratoriais. Atualmente, € empregado um grande nimero
de técnicas moleculares que variam desde a identificagdo de Lactobacillus de
diferentes ambientes (MOREIRA, et al., 2005), deteccdo de genes de
patogenicidade em alimentos (BOTERO, et al., 2004), identificacdo e quantificacdo
de bifidobactérias via PCR em tempo real (MASCO, et al, 2007), até estudos com
abordagem protedbmica, onde se avalia a expressdo de genes de interesse ou as
alteracbes ocorridas no hospedeiro em funcdo dos efeitos de microrganismos
(YUAN, et al., 2008; O'FLAHERTY, et al., 2010).

Além disso, estudos que empregam analise de sequéncias de genes
para genotipagem de microrganismos, como abordagens envolvendo o rRNA da
subunidade menor do ribossomo (SSU rRNA), estdo permitindo expandir o
conhecimento sobre a diversidade da microbiota do TGl. Somente uma década apés
a sua introducdo, o numero de espécies do TGl detectadas molecularmente
ultrapassou em grande escala 0 numero de espécies acessadas por métodos
dependentes de cultivo (Figura 2) (ZOETENDAL, et al., 2008).
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Figura2 — Numero de espécies conhecidas utilizando investigacdo cultura
independente e cultura dependente, ao longo de uma década de estudos
(Adaptado de: ZOETENDAL, et al., 2008)
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Umas das abordagens cada vez mais utilizadas sédo as técnicas de
PCR em tempo real que identificam e quantificam organismos de interesse.

O uso da PCR em tempo real aliado a utilizacdo de iniciadores
especificos jA provou ser um método preciso e adequado a identificacdo e
quantificacdo de organismos (MATSUKI, et al., 2004). Esta ferramenta, sobretudo
fornece novas perspectivas nos estudos da diversidade, abundancia e dinamica do
ecossistema intestinal. (WALKER, et al, 2006; MASCO, et al., 2007, ZOETENDAL, et
al., 2008). Deste modo a PCR quantitativa (qQPCR) tem atraido a atencdo como um
método confiavel e altamente sensivel para deteccdo e quantificacdo de muitos
organismos em diferentes ambientes. A técnica se baseia na tecnologia tradicional
da PCR associada a compostos que emitem fluorescéncia em determinados
comprimento de onda, 0 que torna possivel monitorar a quantidade de produtos da
PCR em cada ciclo de reacéao (WITTWER, et al., 1997; VITALLI, et al., 2003).

Os métodos aplicados a qPCR sédo baseados na mensuracdo da
fluorescéncia emitida em funcéo do valor de CT, que é relacionado posteriormente a
expressbes matematicas visando a quantificacdo absoluta ou relativa (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001; PFAFFL, 2001). A adicdo de um gene normalizador
adicionado a qPCR ¢é altamente recomendada e tem a finalidade de corrigir
possiveis diferencas de concentracfes de DNA ou deficiéncias na extracdo. A
normalizag&o garante que flutuagdes na intensidade do sinal devido a impurezas no
DNA ou quantidades de alvo abaixo do limite de deteccdo, sejam consideradas

durante a analise. Todavia, a uniformidade deste gene durante todo o processo ou a
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estabilidade da sua expressdo durante o tratamento experimental, devem ser
confirmadas (KUBISTA, et al., 2006; MARCELINO, 2009; HOFSTATTER, et al.,
2010; DAN; SUN 2011).

Com o desenvolvimento dessas metodologias, algumas alternativas
surgem para apurar ainda mais a técnica. Assim, a aplicacdo da gPCR para
quantificar apenas as células viaveis (vgPCR) veio para por fim a uma das criticas
comuns na quantificacdo de microrganismos probioticos, uma vez que a qPCR nao
distingue a viabilidade nas células microbianas.

A abordagem vgPCR baseia-se na distincdo de células viaveis ou
nao viaveis pela integridade da membrana. Teoricamente, 0s corantes seletivos que
penetram somente membranas de células permeaveis, mortas, ou o DNA
extracelular, intercalam o DNA destas células indisponibilizando-as para
amplificacdo nas reacdes de PCR. A presenca de um grupo azida, presente em
substancias como monoazida de etidio (EMA) ou monoazida de propidio (PMA),
permite ligacdes cruzadas entre o corante e o DNA apds a exposicdo a alta
intensidade de luz visivel. A fotdlise destas substdncias EMA e PMA converte o
grupo azida em radicais nitrenos altamente reativos, que podem reagir com qualquer
molécula orgéanica na sua proximidade, incluindo o DNA, que neste estado ndo pode
ser amplificado pela PCR (VARMA, et al., 2007; FITIPALDI, et al., 2010).

Inquestionavelmente, o uso de ferramentas genéticas acelerou o
conhecimento e a compreensdo das complexidades da microbiota intestinal e suas
interacfes. Ndo s6 se comeca a compreender melhor o papel destes organismos,
como se permite a analise exata da funcionalidade do probiético pela capacidade de
obtencdo de linhagens desprovidas de uma ou mais proteinas (O'FLAHERTY;
KLAENHAMMER, 2010).

A aplicacdo destas tecnologias, sob o ponto de vista da genbmica
funcional, fornece um grande numero de informacdes e impulsionam as pesquisas
na busca da compreensdo ampla de respostas aos fendmenos envolvendo

microrganismos probioticos e seus efeitos.

1.7 MERCADO E PERSPECTIVAS

O interesse pelos alimentos funcionais esta diretamente relacionado

a crescente valorizacdo da qualidade de vida e da prevencdo de doencas, uma vez
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que afetam funcdes especificas ou sistemas do corpo humano, além de exercerem
sua funcdo nutricional basica (SHAH, 2007). A industria de alimentos tem
desenvolvido uma variedade de novos produtos, cujos ingredientes contém
principios ativos que podem ser revertidos em efeitos benéficos a saude do
consumidor.

O mercado mundial de alimentos funcionais gerou US$ 32,07
bilhdes em 2000, em 2005 este total foi de US$ 68,39 bilhdes, ultrapassou os US$
150 bilhdes em 2010 e continua em expansdo (GRANATO, et al., 2010). A América
latina € considerada um mercado emergente e, apesar da falta de conhecimentos
sobre nutricdo da populacdo em geral, mercados como Brasil e México, séo
potenciais mercados consumidores de probidticos (GRANATO, et al., 2010). O
mercado de probibticos na América Latina expandiu 32% por ano entre 2005 e 2007
(CROWLEY, 2008) e estima-se que a taxa de crescimento anual de vendas de
bebidas probidticas e iogurtes seja de 5% entre 2006 e 2011 (OZER; KIRMACI,
2010).

Entre os alimentos funcionais, os produtos lacteos com alegacéo
funcional foram responsaveis por quase 43% do mercado mundial entre 2005 e 2010
(OZER; KIRMACI, 2010). Neste cenario, 0 emprego de microrganismos probioticos
em alimentos ou farmacos promoveu um crescimento do mercado mundial, cujo
faturamento atingiu US$ 15 bilhdes em 2007 com perspectiva superior a US$ 19,0
bilhdes em 2013 (AGHEYISI, 2008).

No Brasil as vendas de alimentos com alegacdo de funcionais
atingiram US$ 500 mil em 2007, correspondendo a 1% do total de gastos com
alimentos (CRUZ, et al, 2007; GRANATO, et al, 2010). Segundo dados da
Consultoria Euromonitor International, divulgados em 2010, em cinco anos o
mercado de produtos destinados ao equilibrio da microbiota intestinal teve um
crescimento de 60% no Brasil, passando de R$ 57 milhdes, em 2004, para R$ 92
milhdes, em 2009 (REVISTA FATOR, 2011).

No ambito cientifico, desde o inicio de 1990, um numero substancial
de estudos tém apoiado a idéia de que a saude pode ser afetada pelo consumo
diario de alimentos probiéticos (HEYMAN; MENARD, 2002). Ao longo deste periodo
as evidéncias passaram a estudos clinicos e atualmente existem muitas
comprovacoes efetivas do efeito destes organismos no hospedeiro. A exploracao

destes dados permite a compreensdo dos mecanismos pelos quais microrganismos
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probioticos sobrevivem a passagem através do TGl para interagir com a microbiota
residente, e afetar funcdes fisidlogicas no hospedeiro. Entretanto, ainda ha um vasto
campo a ser investigado tanto no que diz respeito a classificacdo de uma linhagem
como probiética, quanto a tecnologias de producdo e regulamentacbes destes
produtos.

Para avaliar o impacto das pesquisas cientificas na divulgacdo e
consolidagéo dos beneficios de probitticos na dieta humana ou animal, foi realizada
uma busca em trés das principais bases de dados cientificos disponiveis (Isi Web of
Knowledge, Pub Med e Scopus). A busca foi restrita a dois periodos distintos e foi
utiizado como parametro de selecdo, a palavra chave "probiotic" no titulo da
publicacdo. Houveram em média 410 publicacbes entre 1991 a 2001; j& no periodo
de 2001 a 2011, ocorrem em média 2406 registros. Analisando a base de dados Isi
Web of Knowledge, em um periodo de dez anos, das 2686 ocorréncias, 791
documentos tratam-se de patentes, 100 registros sdo referentes a revisdes e todas
as demais publicacdes tratam de artigos cientificos diponibilizados completos ou
parcialmente pela base de dados.

E evidente a importancia das pesquisas cientificas para um mercado
onde o desenvolvimento de produtos deve atender aos anseios do consumidor final,
sem deixar de lado o aspecto tecnoldgico e logistico, além das regulamentacfes de
cada pais. O mercado cresce a medida que o consumidor se sente atraido pelo
produto ofertado, em contrapartida a credibilidade deste consumidor € baseada na
observacdo dos efeitos, suportada evidentemente pelos estudos cientificos e pelo
"know- how" do fabricante.

A maioria dos produtos probidticos no mercado é adicionada de
espécies de Lactobacillus e/ou Bifidobacterium, mas leveduras também sao
utilizadas, além de Enterococcus e Bacillus, estes dois ultimos comumente
direcionados a animais (SHAH, 2007; GAGGIA, et al.; 2010). Na tabela 2, estéo
citados alguns microrganismos utilizados como probiéticos para uso humano em
produtos farmacéuticos ou em alimentos no Brasil.

Em 2005, SAXELIN e colaboradores vislumbravam muitas inovacdes
tanto na conducdo de estudos como no mercado de microrganismos funcionais.
Muitas destas estdo sendo aplicadas e ha perspectivas de muitas outras

abordagens, porque este ramo da ciéncia € por si s6 desafiador.
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Tabela 2 — Alguns produtos probidticos ou farmacos regulamentados pela legislacéo
brasileira, fabricante e microrganismos utilizados

Categoria Produto Fabricante Probidrico
Capsulas Floratil Merck 5. boulardii
Sachet FiberMais Flora — Nestlé Lactobacillus reuteri
Leite Activia Danone E. animalis DN173010
fermentado Actimel Danocne L. casei defensis
Batavito Batavo L casei
Bob Esponja Batave L. casei
Chamyto Nestle L. jonhsonii/ L. helveticus
Danito Dancne L. casei
Leite fermentado Panlista L. casei
Leite fermentade Parmalat L. acidaphilus/L. casei/ B.

animalis subsp. lactis

Sofyl Yakmit L casei shirota
Vigor club Vigor L. acidophillus/L. casei
Yalult Yakmlt L. casei shirota
Bebida lactea Activia Danone E. animalis DN173010
Biofibras Batavo B. animalis/ L. acidophilus
Lective Vigor B. animalis subsp. laciis
Nesvita Nestle E. animalis subsp. lactis
Queijo Equilibea Danubio E. animalis
SanBIOS Coop. Santa Clara B. lactis

Quais fatores serdo predominantes no desenvolvimento de
probiéticos? Do ponto de vista mercadolégico é um campo aberto em plena
expansao, € 0s numeros evidenciam este cenario. Do ponto de vista cientifico,
muitas pesquisas visam a selecdo de culturas eficientes e com caracteristicas
desejaveis, e estdo em evidéncia tanto o estudo de novos efeitos, como a
elucidacdo de mecanismos de acao no nivel molecular. A aplicacao de técnicas de
gendmica funcional das bactérias probidticas, certamente vai acelerar o
desenvolvimento de tais produtos (de VOS, et al., 2004).

Além disso, os avangos da era "O6mica" serdo cada vez mais
utilizados para responder questdes relacionadas as interagdes entre organismos. A
biologia molecular e suas ferramentas, o acesso as bases de dados moleculares, a
agilidade com que as informacdes sdo divulgadas sdo essenciais a identificacao

precisa destes fen6menos.
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E importante que os resultados de pesquisas sejam modelos viaveis
as tecnologias de producéo, que as grandes corporacfes desenvolvam produtos que
cumpram as exigéncias nutricionais e fisidlogicas almejadas pela populagédo alvo.
Este "feedback” mantem a ciéncia e o mercado em constante evolugao.

Diante de tais perspectivas, este trabalho utilizou ferramentas
moleculares e de bioinformatica para um estudo filogenético entre BAL e bactérias
entéricas, propdés um novo par de iniciadores espécie-especifico e estabeleceu
condicdbes de PCR para discriminar linhagens de L. plantarum de espécies
filogeneticamente relacionadas em meio de cultura e em alimentos utilizando a PCR
convencional. Posteriormente avaliou a quantidade deste microrganismo via PCR
em tempo real (QPCR) na microbiota fecal de individuos adultos durante e apds
ingestdo em diferentes periodos de consumo, de um leite fermentado produzido com
L. plantarum, visando relacionar a quantidade do microrganismo com o tempo de
consumo bem como a sua manutencdo na microbiota fecal ap6s a interrupcdo da

ingestao.
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CAPITULO 2

ANALISE FILOGENETICA in silico DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS E NOVO
PAR DE INICIADORES PARA IDENTIFICACAO DE lactobacillus plantarum EM
AMOSTRAS DE ALIMENTOS

Resumo: As bactérias lacticas (BAL), sobretudo do género Lactobacillus,
compreendem espécies altamente relacionadas tanto fisiolégica quanto
genotipicamente. Por consequéncia, a identificacdo deste grupo de bactérias
utiizando métodos fenotipicos convencionais € ambigua e em geral bastante
complexa. Neste trabalho, foi analisado um fragmento do gene recA de 30 linhagens
bacterianas, incluindo BAL e espécies comuns no trato gastrointestinal humano
(TGI), usando o método de Neighbor-Joining, com o objetivo de avaliar a
conservacao do gene entre espécies de BAL e bactérias entéricas, e estabelecer as
relagBes filogenéticas entre estes microrganismos. Além disso, foram desenvolvidos
iniciadores espécie-especificos capazes de discriminar L. plantarum das demais
espécies em estudo por reacdo da polimerase em cadeia (PCR). O fragmento com
995 pb do gene recA utilizado, evidencia claramente agrupamentos distintos para
BAL, enterobactérias e bifidobactérias. Além disso, as bactérias pertencentes ao
grupo do L. plantarum foram discriminadas entre si. O par de iniciadores LPrecAF e
LPrecAR com 23 e 18 pb, respectivamente, permitiu a amplificacdo de um fragmento
anico com 108 pb, apenas para as linhagens de L. plantarum, tanto em meio de
cultura como em produtos lacteos fermentados. O limite de detec¢do observado foi
de 1 x 10°® UFC/mL para amostras de alimentos e 7 x 10> UFC/mL em meio de
cultura. Esta abordagem mostrou-se um método rapido, simples e eficiente que pode
ser utilizado para a identificacdo e monitoramento de L. plantarum em alimentos ou
em ambiente de microbiota complexa.

Palavras chave: Bactérias acido lacticas. Recombinase A. Lactobacillus. Neighbor-
Joining.
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Abstract: Lactic acid bacteria (LAB), especially the Lactobacillus genus, include
species very closely related both physiologically and genotypically. Therefore, the
identification of this bacteria group using conventional phenotypic methods is
ambiguous and cumbersome. In this study, we have analyzed the recA fragment
from 30 bacteria, including LAB and common bacteria in the human gastrointestinal
tract by means of Neighbor-Joining method, aiming to evaluate the gene
conservation among them. Furtheremore, we designed a specific set primers and
PCR conditions able to discriminate L. plantarum strains from LAB closely related by
polimerase chain reaction (PCR). The fragment with 995 bp of recA gene has
grouped LAB, enterobacteria and bifidobacteria, in different clusters. Additionally, the
bacteria belonging to the L. plantarum group were discriminated from each. The
novel primer pair, LPrecAF and LPrecAR with 23 and 18 bp, respectively, has
allowed the single amplification of a 108 bp fragment of L. plantarum strains
contained in culture broth and fermented dairy samples. The detection limit observed
for food samples and for cultures broth were 1 x 10° CFU mL-1 and 7 x 10> CFU mL™*
respectively. This approach proved to be a simple and efficient method for the
identification and monitoring of L. plantarum in food, feeds and culture broth.
Moreover, the assay could be used in the studies from human or environmental
microbiota.

Keywords: Lactic acid bacteria. Recombinase A. Lactobacillus. Neighbor-Joining
Model.
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1 INTRODUCAO

O género Lactobacillus compreende um importante grupo de
bactérias comuns do trato urogenital (TUG) e gastrointestinal (TGI) de seres
humanos e animais. Diversos relatos tratam da promocdo e manutencdo da
homeostase no ambiente em que estes microrganismos encontram-se instalados
(ELMER, et al, 1996; WALKER, et al, 2006). Além disso, sdo amplamente utilizados
como fermentadores e/ou como probiéticos na producédo de alimentos, suplementos
ou preparacdes farmacéuticas (ZINK; VENTURA, 2002).

A utilizacdo de microrganismos probiéticos em alimentos ou
farmacos promoveu um crescimento deste mercado cujo faturamento mundial
atingiu cerca de 15 U$ bilhdes em 2007 com perspectiva de U$19.6 bilhdes para
2013 (AGHEYISI, 2008). Simultaneamente, crescem as exigéncias quanto a
seguranca do consumidor e a identificacdo precisa do microrganismo de interesse,
bem como o monitoramento e comprovacao dos seus efeitos no hospedeiro tornam-
se fundamentais.

Atualmente, os modelos de estudos baseados em terapia probidtica
fundamentam-se na capacidade destes organismos em sobreviver as condi¢cdes do
TGI e atuar como reguladores e/ou promotores de saude. Com isso, a identificacéo,
monitoramento e quantificacdo de microrganismos probidticos em alimentos, no TGI
humano, bem como em habitats diversos, contribui substancialmente para a
compreensao dos fendmenos relacionados a estes organismos e suas interacdes.

Os probidticos compreendem, sobretudo, o grupo das BAL,
especialmente as do género Lactobacillus e incluem espécies muito relacionadas,
cuja identificacdo é em geral fundamentada na morfologia celular e de colbnias, e
em testes bioquimicos envolvendo a habilidade destes microrganismos em
metabolizar agucares e produzir acidos orgéanicos. Entretanto, o uso destes métodos
apresenta limitacdes na identificacdo e reconhecimento especifico devido as
similaridades genéticas entre as espécies, pois bactérias com caracteristicas
intermediarias ou comuns sdo caracterizadas erroneamente ou ndo diferenciadas
(ZHONG, et al., 1998).

No entanto, nas Ultimas décadas, abordagens genéticas e
guimiotaxonémicas tém sido utilizadas para resolver as questdes relativas a

classificacdo e identificacdo deste grupo de bactérias (ZHONG, et al., 1998;
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COLLINS, et al., 1991; BERGER, et al., 2007). O uso de marcadores moleculares

baseados na amplificacdo de regibes especificas do genoma, através da PCR
(Polymerase Chain Reaction) descrito por Mullins e Fallona (1996), tem sido
amplamente utilizado para a identificacdo de Lactobacillus.

Além disso, o desenvolvimento de estratégias para a identificacao de
espécies-alvo com o uso de ferramentas de bioinformatica, juntamente com o
acesso a bases de dados disponiveis nos arquivos GenBank/ NCBI (National Center
for Biotechnology Information), tem impulsionado inUmeras pesquisas. O uso dessas
tecnologias tem como alvo a compreensao de fendbmenos associados a ambientes
de microbiota complexa e as interacbes entre estes organismos, bem como o
ambiente em que eles se encontram (DEL PIANO, et al., 2006; WALKER, et al.,
2006; O'FLAHERTY; KLAENHAMMER, 2010; QIN, et al., 2010).

Metodologias que utilizam ferramentas de biologia molecular e tém
como objetivo a identificacdo, o monitoramento e a quantificacdo de uma espécie
alvo, sdo baseadas na amplificacdo especifica de um fragmento do DNA ou RNA.
Empregam iniciadores selecionados normalmente em regides conservadas de genes
especificos, que contenham suficiente polimorfismo e cujas variagbes permitam
diferenciar espécies taxonomicamente similares. Uma das regides utilizadas para
este fim é a regido que corresponde ao gene recA, que codifica para a Recombinase
A, uma proteina essencial as funcdes de recombinacdo genética e para a expressao
do sistema de reparo do DNA (TESSMAN; PETERSON, 1985). Este sistema &
bastante empregado na classificacdo de varias espécies de lactobacilos (KULLEN,
et al., 2000; TORRIANI, et al., 2001).

Embora nédo seja considerado probidtico pela legislacao brasileira, o
Lactobacillus plantarum é caracterizado como tal em muitos outros paises. E uma
bactéria lactica ndo "starter® (NSLAB), e foi o primeiro Lactobacillus a ter seu
genoma sequenciado (KLEEREBEZEM, et al, 2003; CLAESSON, et al, 2007).
Estudos recentes tém atribuido ao L. plantarum habilidades para modular o sistema
imune (PAOLILLO, 2009), reduzir o risco de doencas cardiovasculares
(NARUSZEWICZ et al., 2002), atenuar desordens intestinais (YEN, et al., 2006),
reduzir o colesterol LDL (BUSKOWSKA, et al, 1997), produzir folatos
(HUGENSCHMIDT, et al.,, 2010), além de participar de muitos processos de

fermentacao importantes para a industria de alimentos (QUERE, et al., 1997).
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As muitas propriedades tecnoldgicas e de saude associadas a L.
plantarum, e 0 seu uso ainda restrito em alimentos para humanos no Brasil, tornam
este microrganismo um alvo interessante as pesquisas.

Neste estudo, foi analisada uma sequéncia de nucleotideos do gene
recA de BAL, bifidobactérias e bactérias entéricas, com o objetivo de avaliar a
conservacao do gene e estabelecer relacdes filogenéticas entre estas espécies e,
posteriormente, foram selecionados iniciadores especificos, capazes de discriminar
linhagens de L. plantarum de bactérias taxonomicamente semelhantes.
Adicionalmente, utilizou-se PCR convencional para a identificacdo e deteccdo da
espécie alvo em produtos lacteos fermentados e em suplemento usado em racao

animal.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS E ESTUDO FILOGENETICO

Visando avaliar a conservacdo do gene recA para L. plantarum e
espécies relacionadas, foram recuperadas 30 sequéncias nucleotidicas disponiveis
no GenBank/NCBI, em 22 de julho de 2009. Foram selecionadas sequéncias
completas e apenas uma sequéncia parcial, correspondentes ao gene recA de
diferentes espécies de BAL e algumas bactérias entéricas, cuja ocorréncia € comum
em alimentos e no TGl humano (Tab. 1).

Todas as sequéncias foram alinhadas e comparadas entre si com o
uso do algoritmo Clustal W e do programa Mega (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) versao 4.0 (TAMURA, et al., 2007). Ajustes manuais foram efetuados. Um
dendrograma com as relacfes filogenéticas foi construido por Neighbor - Joining,
baseado no coeficiente de Nei, cujos valores de bootstrap sdo oriundos de 1000
repeticdes dos dados em andlise (NEI, 1986) usando 0 mesmo programa
(Mega/Clustal W). Os valores de boostrap baseados em niveis de confianca foram
alocados por similaridade calculada com base em 1000 repeticbes aleatorizadas.

Apoés alinhamento, as sequéncias do gene recA das bactérias em
andlise, foram utilizadas para selecionar uma regido, cujo polimorfismo apresentou a
capacidade de individualizar as diferentes espécies para posterior selecdo de

iniciadores especificos.

2.2 INICIADORES

Com base na analise comparativa das sequéncias nucleotidicas do
gene recA de todas as bactérias empregadas como referéncia (Tab.1l), foi
selecionada uma regido com 995 pb, conservada entre linhagens de L. plantarum,
para obtencdo de um par de iniciadores especificos a esta espécie. Com o uso do
software Primer Express® 4.0. (Applied Biosystems, Califérnia, USA), foram
selecionados os iniciadores direto (F) e reverso (R) com temperaturas de melting de
58 e 67°C, respectivamente, e fragmento de amplificagdo com 108 pb.
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Tabela 1 — Linhagens bacterianas analisadas para estudo de conservacdo do gene
recA e respectivos numeros de acesso no GenBank/NCBI

Liuhngeus bacterianas N® de Acesso GenBank
L acidophilus NCEM NC_006814.3
L. acidophilus ATCC 4796 NZ_ACHN01000047.1

L. brevis ATCC 367 NC_008497.1
L. casei BL23 NC 0100001
L. casei ATCC 3347 CPOOD423.1
L delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 118427 NC 0080541
L. delbrueckii subsp.bulgaricus ATCC BAA3GS NC 0085201
L farmentum IFQ 3956 NC 0106101
L. gasseri ATCC 333237 NC 0083301
L helveticus CNEZ32 DQB26134.1
L. johnsonii NCC 533 NC 005362
L paracasei subsp. paracasei NCFB 15 1’ AT621664.1
L. paraplantarum LMG 166737 AJe21662.1
L. plantarum JDOM1 NC 0120841
L. plantarum WCF51 NC_004567.1
L. plantarum subsp. plantarum ATCC 14017° AT621668.1
L. plantarum subsp. argentoratensis DK0227 ATo40079.1
L. plantarum subsp. argentoratensis A7 AT640080.1
L. pentosus LMG 107557 AT621666.1
L rhamnosus ATCC 53103 FM179322.1
B. animalis subsp. lactis DSM 101407 NC 0128151
B. animalis subsp. lactis AD011 NC 0118351
E coli V003281

E coli 3555521

E. faecalis V583 NC _004668.1
S. salfvarius subsp. thermophilus LMG 183117 NC_006448.1
S. salivarius subsp. thermophilus TMD9 AJ2785271
5. enferica subsp. enterica serovar Choleraesuis NC 0069051
5. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis P125109 NC 0112941
B thuringiensis NC 0086001

A especificidade dos iniciadores foi inicialmente avaliada entre as
espécies por comparacdo das sequéncias de uma mesma regido do gene recA,
utilizando o programa Mega. Adicionalmente, a amplificacdo por PCR foi avaliada
em amostras de DNA das culturas bacterianas (Tabela 2) e em amostras de

alimentos.
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Tabela 2 — Bactérias utilizadas para avaliacao da especificidade da reacdo PCR

Linha gens hacterianas - Abreviacio~

Fonte

L. acidephilus - La3™
L brevis -1b

L casei-Lel™

L. delbrueckii - Ld

L. fermentum - Lf

L gasseri-Lg

L. helveticus™ _-1h

L. paracasei - LPc

L. pentosus - LPe

L. paraplantarum - LPr
L. plantarum - Lp

L. plantarum - BG112™
L plantarum - Lpl15™

5. salivarius subsp. thermophilus e L. delbrueckii subsp.

bulgaricus - Y180™

E. faecalis - Ef

B animalis - BB12™

B. lactis - HNO19™

E coli-Ec

S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium - St

Clenci / Sacco - Brasil
ATCC 367

Christian Hansen - Brasil
ATCC 118427

ATCC 9338
ATCC33323T
Danisco - Brasil
ATCC 27092

ATCC 80417

D5sM 10641

ATCC 149177

Clenci / Sacco - Italia
Danisco - Brasil

Christian Hansen - Brasil

ATCC 29212

Christian Hansen - Brasil
Danisco - Brasil

ATCC 25922

ATCC 14028

*As abreviagdes foram utilizadas também nas figuras 2 e 3A

2.3 MICRORGANISMOS E CONDICOES DE CULTIVO

As bactérias utilizadas neste estudo sdo linhagens comerciais ou de
colecbes de culturas (Tab. 2). Todas as BAL e bifidobactérias foram cultivadas em
caldo MRS (de Man Rogosa e Sharpe - Oxoid, Cambridge, UK) com auxilio do
sistema Anaerobac (Probac, S&o Paulo, Brazil) a 37° C em anaerobiose por 48
horas. As demais bactérias comuns ao trato gastrointestinal foram cultivadas em
caldo BHI (Brain-Heart Infusion - Oxoid, Cambridge, UK), a 37°C por 24 horas.
Todas as linhagens foram mantidas liofilizadas e, quando necessario, foram

cultivadas nas respectivas condigdes de cultivo.

2.4 AMOSTRAS DE ALIMENTOS

As amostras de alimentos utilizadas compreendem produtos lacteos
fermentados e um suplemento utilizado para composi¢cado de ragdo animal. O kefir
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(K) e o leite fermentado (M) foram preparados em laboratério, o suplemento para
racdo com uma linhagem L. plantarum (bulk powder™ - Christian Hansen, Brasil) (S)
e o iogurte (Y) foram obtidos diretamente com os fabricantes.

As amostras de Kefir foram preparadas com leite desnatado, 10 %
de sacarose, fermentados durante 24h a 24° C, empregando-se a cultura Lyofast
MTO036 LV (Clerici-Sacco, Itdlia), composta de Lactococcus lactis, Lactococcus
diacetylactis, Leuconostoc spp. L.brevis e Saccharomyces cereviseae. Além disso, 0
mesmo produto foi elaborado com a adicdo da cultura Lyofast MT036 LV e L.
plantarum - Lp115 (Danisco, Brasil) (K + LP). O leite fermentado foi produzido com
leite desnatado, 10% de sacarose e cultura L. plantarum -Lp115 (Danisco, Brasil), e
foi fermentado por 16 h a 37° C. As amostras foram armazenadas sob refrigeracéo
(5°C £1) até o uso.

As amostras de leite fermentado (1 mL) e o suplemento para racéo
(1 g), foram diluidas em série (1:10) com agua peptonada tamponada 0,1% (P/V)
(Oxoid, Cambridge, UK). Diluicées de 10 a 10™*° foram plaqueadas em agar MRS
pour-plate para determinagdo da contagem total de L. plantarum.

2.5 EXTRACAO DNA

2.5.1 Extracdo de DNA a partir de Culturas Bacterianas

O DNA genbmico foi isolado de acordo com procedimento descrito
por Gueimonde e colaboradores (2004), com modificagbes. Cada bactéria foi
cultivada em caldo MRS ou BHI (Oxoid, Cambridge, UK) a 37°C até densidade otica
(D.O.600 nm) préxima a 1,0. Um mL de cada cultura foi centrifugado a 10.000 g por 5
min, o precipitado foi lavado duas vezes com tampéo TE (10 mM Tris HCL, 1 mM
EDTA pH 8,0) e ressuspendido em 200 uL de tampéao TE.

A suspensdao bacteriana foi submetida a fervura em banho Maria por
10 min, refrigerada em banho de gelo e centrifugada a 10.000 g por 10 min. O DNA
contido no sobrenadante foi quantificado espectrofotometricamente (Gene quant™
1300 - GE -Cambridge, UK), diluido para 12,5 ng/uL e estocado a -20°C até o

momento de uso.
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2.5.2 Extracdo de DNA a partir de Amostras de Alimentos

As amostras foram coletadas de forma asséptica, 1,0 g ou 1,0 mL foi
homogeneizado adicionado de igual volume de tampdo TE. A amostra S foi diluida
em 9 mL de 0,1% (p/v) em agua peptonada tamponada (Oxoid, Cambridge, UK) 1:10
(v/v). Todas as amostras foram submetidas a extracdo de DNA bruto a partir de 1 mL

de cada suspenséo, de acordo com a descri¢édo do item 2.5.1.

2.6 CONDICOES DA PCR

Para cada reacdo de amplificacéo foi preparado um volume total de
20 pL, contendo 50 ng do DNA gendmico de cada bactéria, 1 U de Taq DNA
polimerase, 2,0 uL de tampéao de reacéao (200 mM Tris-HCI pH 8.4; 500 mM KCI), 0.8
mM MgCl,, 0.25 mM dNTP (reagentes Invitrogen, S. Paulo, Brasil), 0.5 uM de cada
iniciador p«ca (Applied Biosystems - S. Paulo, Brasil) e agua ultra pura autoclavada
(asp).

A amplificacdo do DNA foi realizada em aparelho termociclador (MJ
Research PT 100 - Watertown, EUA), com uma etapa de desnaturacéo inicial 94° C
por 2 min., seguido de 40 ciclos compostos de desnaturacdo a 94° C por 45 seqg,
pareamento a 67° C por 45 seg. e extensdo a 72° C por 30 seg. Ao final, foi
adicionado um passo extra de extensao a 72° C por 4 min.

Apés a reacdo, cada amostra foi adicionada de 4 uL de tampédo de
corrida (0,25 g de azul de bromofenol, 15 g de Ficoll 400 em 100 mL de agua ultra
pura autoclavada -Reagentes Merck - Darmstadt, Alemanha) e 20 uL de cada
amostra foi avaliada por eletroforese em 50 mL de gel de agarose a 2 % (p/v)
(Pronadisa - Madrid, Espanha) em tampéo TEB (89 mM &cido borico, 89 mM Tris e
2.5 mM EDTA, pH 8.3), e corada com 0.8 uL de Sybr Safe (Invitrogen - Oregon,
EUA). Utilizou-se um marcador molecular de 100 pb como referéncia. A eletroforese
foi conduzida a 3 V/ICm e o gel visualizado e fotografado em aparelho
fotodocumentador (Locus L-PIX HE- Campo Belo S.P, Brasil).

Condic¢Oes idénticas foram aplicadas para amplificacdo das amostras
de alimentos, exceto a quantidade de DNA que ndo foi considerada nestas

amostras. Adicionou-se 4 uL de cada amostra de DNA bruto.
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2.7 ESPECIFICIDADE E DETECCAO DE L. PLANTARUM

Foram utilizadas dezenove (19) linhagens bacterianas de variadas
espécies (Tab. 2) para avaliacdo da especificidade do par de oligonucleotideos,
além de um controle negativo contendo agua em substituicdo as amostras de DNA.
Adicionalmente, foram utilizadas aliqguotas de DNA de cinco amostras de alimentos

gue continham L. plantarum e /ou outras espécies de BAL.
2.8 LIMITE DE DETECGAO DO L. PLANTARUM

Para determinar o limite de detec¢éo da reacédo de PCR, cultivou-se
L. plantarum Lp115 em caldo MRS, efetuou-se diluicdes seriadas (10™ - 107°) em
tampédo TE e extracdo de DNA conforme 2.5.1. Simultaneamente, 1 mL de cada
diluicdo foi plagueado em agar MRS pour-plate, conforme as condi¢cdes requeridas
(tem 2.3) para determinagcdo da contagem total de células, e os resultados
expressos em UFC/mL.

O limite de deteccédo da reacdo de PCR foi determinado pela menor
concentracdo de DNA que resultou no fragmento com 108 pb visivel no gel de

agarose.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS RECA DAS LINHAGENS EM ESTUDO

Este estudo considerou para analise, sequéncias nucleotidicas do
gene recA de 30 linhagens bacterianas comuns em alimentos e/ou no TGl humano,
incluindo diferentes géneros representados pelo grupo das BAL (Lactobacillus,
Streptococcus e Enterococcus), bem como bifidobactérias, enterobactérias e
Bacillus (Tab. 1). Dentre as sequéncias recuperadas do banco de dados GenBank,
apenas a sequéncia referente ao L. paracasei subsp. paracasei (acesso.
AJ621664.1) é incompleta, com fragmento de 600 pb, e foi utilizada, uma vez que
até julho 2010, ndo haviam disponiveis sequéncias completas para esta espécie. As
sequéncias completas variaram de 996 a 1476 pb, com excecdo do S. salivarius
subsp. thermophilus LMD9 (acesso. AJ278527.1), cuja sequéncia contém 1.916 pb.
As sequéncias completas de recA das espécies Lactobacillus compreendem cerca
de 1150 pb.

Para identificar uma regido comum entre todas as sequéncias, no
alinhamento com o programa Clustal W, foram efetuados ajustes manuais e uma
regido consensus com 995 pb foi obtida. Este fragmento foi utilizado para construgao
de uma arvore filogenética, e uma regido com polimorfismo entre espécies permitiu a

selecéo de iniciadores especificos do microrganismo alvo.

3.2 A ANALISE FILOGENETICA

Uma arvore filogenética foi construida com 995 bp pelo método de
Neighbor-Joining, com base nas distancias de Nei (Fig. 1). Dois agrupamentos
principais foram identificados. O agrupamento |, composto apenas por BAL,
incluindo espécies de Lactobacillus, Streptococcus e Enterococcus, e 0
agrupamento Il, que compreende bifidobactérias e enterobactérias. Uma sequéncia
de B. thuringiensis foi utilizada como outgroup.

O agrupamento | apresentou quatro grupos principais (A, B, C e D).
O grupo A, foi composto por sequéncias relativas a L. plantarum, L.paraplantarum e
L. pentosus. O segundo grupo (B) compreendeu sequéncias de L. delbrueckii. O

grupo C foi formado por L. casei, L. paracasei e L. rhamnosus e o grupo D composto
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por quatro diferentes espécies de Lactobacillus. Cada um dos quatro grupos é
composto por espécies altamente relacionadas e sdo reconhecidos como grupos do
L. plantarum, L. delbrueckii, L. casei e L. acidophilus, respectivamente (NASER, et
al., 2007; SINGH, et al., 2009).

Dentro de cada um dos quatro grupos contidos no agrupamento |,
podem ser observados altos valores de bootstrap, com variacdo de 74% a 100%. As
técnicas de bootstrap sdo importantes metodologias estatisticas que permitem
estimar, dentro de um numero de repeticdes previamente estabelecido, em quantas
repeticbes um determinado parametro obtido, permanece inalterado. Neste caso, 0
programa estatistico utilizou 1000 repeticdes para obtencdo da arvore filogenética.
No ramo composto pelas linhagens L. plantarum JDM1, L. plantarum WCFS1 e L.
plantarum ATCC 149177 (Figura 1), o valor de bootstrap foi de 100%, o que indica
que num total de 1000 repeticbes na montagem do dendrograma, esta mesma
composicado foi mantida em todas as repeticbes. Os altos valores de bootstrap
intragrupos, séo resultantes da alta similaridade entre as sequéncias em andlise,
sobretudo nas linhagens de mesma espécie.

Dentre as BAL (agrupamento 1), apenas L. brevis, L. fermentum e E.
faecalis foram alocados em ramos distintos aos grupos A, B, C e D apresentados.
No entanto, NASER e colaboradores (2007), utilizando o gene pheS que codifica
para as subunidades a da fenilalanina sintase, e o0 gene rpoA, que codifica para as
subunidades a da RNA polimerase, classificaram os dois Lactobacillus como
integrantes dos grupos do L. buchneri e L. reuteri, respectivamente. Nenhuma
dessas espécies foi utilizada neste trabalho. O género Enterococcus € comumente
associado a BAL devido ao baixo contetdo de CG (MARTHUR; SINGH, 2005), no
entanto, a alocacdo desta espécie em relacéo as espécies de lactobacilos, tem sido
variavel. E. faecalis foi previamente relacionado a espécies de L. sakei utilizando o
gene do 16S rRNA, entretanto, com base no gene abc (ATP Binding Protein), E.
faecalis ficou isolado de outras espécies. Este dado corrobora com os resultados
obtidos neste estudo, evidenciando que tanto o gene abc quanto recA sao
adequados para discriminacdo desta espécie, embora no relato o gene abc (ATP
Binding Protein) ndo tenha se mostrado adequado para discriminacdo de L.
plantarum que foi agrupado com L. sakei (DEWANGAN, et al., 2009).

As linhagens L. plantarum agruparam-se em um ramo Unico. L.

paraplantarum e L. pentosus, reconhecidamente pertencentes ao grupo de L.
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plantarum, foram agrupados em ramos diferentes, mas inseridos no mesmo grupo
contendo bactérias heterofermentativas facultativas (Grupo A - Fig. 1). Resultados
semelhantes foram observados em estudos anteriores (HUANG, et al.,, 2010;.
SINGH, et al., 2009; TORRIANI, et al., 2001).

Diferencas sutis na composicao de nucleotideos do L. plantarum
subsp. argentoratensis, permitiu sua alocacdo muito proxima mas em um subgrupo
distinto das linhagens de L. plantarum. A distingdo entre espécie e/ou subespécies
de Lactobacillus evidéncia a alta capacidade discriminatoria do fragmento do gene
recA em analise neste estudo. HUANG, et al., (2010) observaram um padrao similar
de agrupamento para o grupo de L. plantarum ao utilizarem o gene dnaK, no
entanto, com base no gene do 16S rRNA, os autores n&o observaram distingdo no
nivel de subespécies. De fato, este gene € muito conservado, apresenta similaridade
de até 99% entre espécies de Lactobacillus (COLLINSs, et al., 1991;. HUANG, et al.,
2010) e, portanto, ndo adequado para tal discriminacdo. Em estudo preliminar,
nessa pesquisa, também se utilizou iniciadores baseados no gene do 16S rRNA,
com informacdes da literatura (BRON, et al, 2004). Todavia, tanto nas condi¢cdes
propostas como em diversas variagdes, nao foi possivel obter discriminacao entre os
organismos de interesse (Fig 2).

Os grupos B, C e D compreendem espécies filogeneticamente
relacionadas intragrupos. Foi observado que os ramos com sequéncias de mesma
espécie tém valores de bootstrap de 99-100%, como esperado para um gene com
padrées de alta conservacdo entre as espécies, exceto no grupamento C em que
espécies distintas L. paracasei NCFB151" e L. casei ATCC334' se alocaram num
ramo unico com 74% de repetibilidade. Esta incoeréncia pode ser atribuida a
sequéncia incompleta do gene recA utilizada para a espécie L. paracasei; embora, a

literatura a respeito da taxonomia deste grupo, corrobore os dados obtidos.
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Figura 1 — Arvore filogenética construida a partir da comparacdo de 30 sequéncias
do gene recA de BAL, bifido e enterobactérias, demonstrando as
relacbes genéticas entre espécies relacionadas. O dendrograma foi
construido pelo método de Neighbor-Joining e uso do algoritmo Clustal
W. As distancias genéticas foram calculadas utilizando o coeficiente de
Nei, com valores de bootstrap baseados em 1000 repeticdes. Uma
sequéncia de B. thuringiensis foi incluida como outgroup. A barra de
escala representa 10% de divergéncia na sequéncia de nucleotideos
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Alguns pesquisadores discutem a classificacdo do grupo L. casei e
argumentam que ndo ha provas suficientes para a distingdo entre L. paracasei
NCFB 151" e espécies de L. casei (VASQUEZ, et al, 2005; SINGH, et al., 2009).
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Além disso, Felis e colaboradores, (2001) também néo diferenciaram
filogeneticamente este grupo.

As bifidobactérias e enterobactérias foram alocadas no agrupamento
[I, formando dois grupos diferentes, com origem comum e um valor de bootstrap de
67%. Essas classes, Bifidobacteriaceae e Enterobacteraceae sédo frequentemente
associadas a microbiota fecal humana, embora se saiba que a microbiota pode
variar, dependendo da idade e estilo de vida de cada individuo (TIIHONEN, et al.,
2010).

Figura 2 — Eletroforese do produto de PCR com aproximadamente 70 pb em um gel
de agarose 2%, obtido a partir de iniciadores baseados no gene do 16S
rRNA para linhagens de culturas de bactérias identificadas na Tabela 2,
H,0O = Controle negativo M25 = Marcador com 25 pb
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Bifidobactérias sdo comumente aceitas como membros do grupo
LAB, mas séo filogeneticamente distantes deste grupo, devido a presenca de
frutose-6-fosfato- fosfocetolase (F6PPK), responsavel pela fermentacdo de hexoses,
produzindo acido latico e acido acético na propor¢cdo 2:3, enquanto que no
metabolismo de Lactobacillus ocorre principalmente producédo de &cido lactico. Esta
€ uma caracteristica essencial para a distincao das "lacticas verdadeiras" e explica a
distancia genética entre este grupo e o grupo de BAL. Além disso, o maior teor (%
em mol) de guanina e citosina no DNA de bifidobactérias, que variam de 55 a 67%, €
particularmente diferente do conteido do DNA dos Lactobacillus, membros tipicos
de BAL (HOLZAPFEL; STILE, 1997, GOMES; MALCATA, 1999; AKIMOV, et al,
2008).
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3.3 SELECAO DE INICIADORES

Um alinhamento multiplo das sequéncias recA foi efetuado para
determinacdo de uma regido conservada em todas as linhagens de mesma espécie,
mas com polimorfismo entre espécies distintas. Deste modo, um par de iniciadores
foi selecionado a partir de uma sequéncia de 995 pb do gene recA de lactobacilos:
iniciador direto (LPrecAF:GTGGTGCGGTCGATATTTTAGTT) e reverso (LPrecAR:
TCAGCCGCGCTTGTAACC) com 23 e 18 pb, respectivamente (Fig. 3), cujo
fragmento de amplificacdo contem 108 pb.

Apesar da alta similaridade entre as sequéncias das linhagens de
Lactobacillus, na regido de pareamento dos iniciadores, a ocorréncia de
polimorfismos permitiu a amplificacdo espécie-especifica para as linhagens de L.
plantarum (sombreada na Fig. 3). Analisando a regido de pareamento dos
iniciadores, € possivel observar alteracées na extremidade 3' do iniciador F e no
nucleotideo da posicao 425, que diferencia linhagens L. plantarum de L. plantarum
subsp. argentoratensis. Adicionalmente, uma alteragéo similar ocorre na posi¢cao 516
do iniciador R. Tais polimorfismos evidenciam que € possivel discriminar linhagens,

inclusive subespécies, sob condicdes experimentais adequadas.

Figura 3 — Comparacdo das sequéncias parciais consensus do gene recA das 20
linhagens de Lactobacillus. Na regido entre os nucleotideos 412 e 519
estdo localizados os iniciadores LPrecAF e LPrecAR. As regifes de
pareamento dos iniciadores estdo sombreadas e 0s nucleotideos
diferenciaveis entre espécies estdo em destaque

Microrganismos ‘T’ Iniciador F ‘T :'_fz Iniciador R 5i9
L. plantarum JDM1 CAGTGETGCEETCGATATTTTAGTTET / TTGGGTTACAAGCGCGGCTGATG
L. plantarum WCFS1 CAEGTGETGCEGTCGATATTTTAGTTCT // TTGOGTTIACARGCGCGGETGATG
L. plantarum ATCC 14917 CAGTGGTGCOGTCGATATTITAGTTGT /¥ TTCEETTRCANGEGEREETENTS
L. plantarum spp.argentoratensis DEDZZ ¢l oTGGTGCEETCCACMTTTTAGTCET / TTGGGTTACAKGCGCGHTIGATG
L. plantarum spp. Argentoraten=is A7 cncTGGTGcGGTc:}n:I:r'rI'rJu:TcsT S TTGOGTTACAAGCGCGRTTGATG
L. paraplantarum LMG16673 TacTee T TR ATATTTIEeTTeT /F TTGGGTTACAAGHTICGREChTG
L. pentosus LHG10755 caeTeogocoeT T ATATYTTAGTTET 4/ TTEGTTTACAAGCCAG TaLTE
L. johnsonii NCC533 GAGTGGTGCAAT TOGATATCTTAGTTGT /F TTGGGTTACARGCCCGGTTAATG
L. paracassi NCFE1S51 GTCTGCTGCCATTGATATTCTSGTGAT S TTGGCTTGCAAGCCCGATTALTG
L. casel BLZ3 GTCTGGTGCCAT TGATATTGTGETGAT /F TTGGCTTGCARGCCCGATTAATG
L. casei ATCC3IZ4 GTCTGETGCC ATTGATATTGTGETGAT /¥ TTOGCTTOCAAGCCAGATTALTG
L. acidophilus NCFH TAGTGGTGCTATTGATATTCTGGTAGT /¥ TAGGTCTTCAGGCTAGACTTATG
L. acidophilus ATCC4796 TACTGETGCTATTGATATTGTGETAGT /f TAGGTCTTCAGGCTAGACTTATG
L. delbrueckii spp. bulgearcicus CAGCGEGOCCATCOACATCGTCETEOT S TTOGACTCCAGGCCCGCCTOATG
L. delbruescki spp. bulgaricus ATCC11842 CAGCGGGOCCATCOACATCGTCGTGET JF TTGGACTCCAGGCCCGCCTGATG
L. rhamnosus ATCCS53103 ATCGGGCGCCATTGATATTTITAGTGGT f TTHGGTTACAGGCACGGCTAATG
L. brevia ATCC3IET CAGTGGTGCGATTGACATTSTCGTGET /f TGGGTCTGCARGCCCGGTTGATG
L. gassari ATCC 33323 CAGTGGTGCAAT TGATATTITGGTTGT /F TTGGTTTACAGGCAAGATTAATG
L. farmancum IFO3956 TTCGGGAGCCGTCGRACATCGTGETGET Jf TGGGGTTACAGGCCCOGCTTGATG
L. helvecicus CNRI3Z TAGTGGTGCCATTGATATTGTGSTAGT /f TTOGGTCTTCARGCTCGATTALTG




80

Comparacdes entre as sequéncias de L. plantarum, L.
paraplantarum e linhagens de L. pentosus demonstram que ha diferencas de pelo
menos dois nucleotideos em cada espécie para os iniciadores direto e reverso (Fig
3). Tais observacdes indicam que, com ajustes apropriados e uma reagdo de PCR
otimizada, pode-se garantir especificidade e, portanto, a discriminacado especifica.
Para as espécies que sdo menos relacionadas, o nivel de polimorfismos aumenta

facilitando a discriminacao por PCR.

3.4 ESPECIFICIDADE E LIMITE DE DETECCAO DA PCR

A especificidade dos iniciadores foi avaliada por meio da reacéo de
PCR (Fig. 4 A) a partir do DNA total extraido de 19 linhagens de bactérias em meios
de cultivo (Tabela 2), bem como de amostras de alimentos lacteos fermentados (Fig.
4 B).

A otimizag&o da reagdo de PCR utilizando os iniciadores LPrecAF e
LPrecAR, levou a amplificacdo de um fragmento Unico com 108 pb, exclusivamente

quando linhagens de L. plantarum estavam presentes na amostra.
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Figura 4 — Eletroforese do produto de PCR com 108 pb em gel de agarose 2%,
obtido a partir de 19 linhagens de culturas de bactérias (A), cuja
identificacdo é apresentada na Tabela 2, e de amostras de alimentos
(B): S = Suplemento para racao animal, L = Leite fermentado com L.
plantarum Lpl115, K = Kefir, K + Lp = kefir adicionado de L. plantarum
Lpl15, | = logurte, MRS = Caldo MRS com L. plantarum, H20 = Controle
negativo, M100 = Marcador com 100 pb
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As caracteristicas fenotipicas entre linhagens de L. paraplantarum e
L. pentosus sdo extremamente similares as de linhagens de L. plantarum. Portanto,
a escolha do marcador molecular é muito importante para diferenciacdo destes
organismos (LEE, et al., 2004). Os resultados deste trabalho confirmam que as
sequéncias do gene recA tém um alto poder discriminatorio mesmo quando espécies
muito relacionadas estdo em andlise (Fig. 4A). A identificacdo e deteccdo da
bactéria alvo, comprova a especificidade do par de iniciadores. Embora, tanto as
amostras de kefir (K) como as de iogurte (Y) contenham espécies relacionadas de
Lactobacillus, somente aquelas com L. plantarum foram detectadas (Fig. 4B).

A deteccdo especifica de L. plantarum em produtos lacteos
fermentados ou em suplemento para racdo animal, foi obtida através de um método
rapido e simples. Embora as substancias presentes nas matrizes de alimentos
possam interferir no DNA alvo ou inibir a reacdo enzimatica (PICOZZI, et al., 2006),

este efeito parece nao afetar os resultados neste estudo.
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Os limites de deteccdo da técnica convencional de reacdo PCR
variam em funcdo do método de extracdo empregado e das condicdes de reacao.
De maneira geral, com o uso de PCR convencional, o limite de deteccao reportado
para BAL é, em média de 10% a 10* UFC/mL, tanto em meios de cultura como em
produtos lacteos (DINCKINSON, et al., 1995; ZAGO, et al, 2008). Nesta
investigacao foi obtido um limite de deteccéo para L. plantarum de 1x 10 UFC/g de
suplemento para ragcéo. Dados similares foram observados para os demais produtos
lacteos avaliados.

Mckillip e colaboradores (2000) observaram um limite de deteccéo
variando de 10' a 10* UFC de E. colimL de produtos lacteos. Ao utilizarem
metodologias com base em guanidina/isotiocianato ou concentracao para extragao
de DNA de soro de leite em p6, os niveis de deteccéo observados foram > 10° e 10*
UFC / mL, respectivamente. Os autores argumentam que o baixo nivel de deteccéo
pode ser atribuido aos componentes do soro, que ocasionaram uma inibicao na lise
celular ou que a recuperacdo do DNA no processo de extragcdo tenha sido
ineficiente. Neste experimento, esta dificuldade ndo foi observada quando um
suplemento para racdo animal, cujo conteudo principal € soro de leite em pé foi
analisado.

Quando o DNA foi obtido a partir de diluicdes seriadas de uma
cultura com 7 x 10" UFC / mL, o limite de detecgéo foi de 7 x 10° UFC / mL (Fig. 5).
Além disso, a amplificacdo do mesmo fragmento foi obtida também com 500 a 0,005
ng de DNA na reacdo (dados ndo mostrados). Esta é uma clara indicacdo de que a

reacao pode ocorrer mesmo com quantidades muito pequenas do DNA alvo.

Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose 2% com os limites de deteccdo da PCR
obtido a partir de diluicdes seriadas (7 x 10"° UFC / ml a 7 x 10" UFC /
mL) de uma cultura de L. plantarum Lpll5 em caldo MRS, H,O =
Controle negativo, M100 = Marcador com 100 pb
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4 CONCLUSOES

A combinacdo de ferramentas moleculares e de bioinformatica
permitiu a identificagdo especifica de L. plantarum e sua diferenciacdo de espécies
estreitamente relacionadas, como L. paraplantarum e L. pentosus. Além disso,
apesar do uso de um método simples de extracdo de DNA, o conjunto de iniciadores
desenvolvido permitiu a obtencdo de uma reacdo de PCR com baixos limites de
deteccdo e alta especificidade, o que levou ao desenvolvimento de um método
simples, rapido e sensivel para identificacdo e monitoramento de L. plantarum em
amostras de culturas bacterianas ou de alimentos.

Os iniciadores LPrecAF e LPrecAR apresentam potencial para
estudos que visam o0 monitoramento da espécie em alimentos, silagens ou nas
investigacdes do trato gastrointestinal humano e animal. O tamanho dos iniciadores,
a alta especificidade apresentada indica que podem ser utilizados também em
metodologias de PCR quantitativo para investigacdo da espécie em alimentos,
silagens ou em estudos com vista a definir as caracteristicas da microbiota
autoctone e as possiveis mudancas nas espécies aldctones, bem como, fornecer

informacdes para compreender a dindmica destes ecossistemas complexos.
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CAPITULO 3

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE LEITE FERMENTADO COM

Lactobacillus Plantarum

Resumo: Lactobacillus plantarum é uma bactéria do acido lactico, ndo starter
(NSLAB), cujos efeitos benéficos a saude do hospedeiro tém recebido especial
atencdo. Nesta investigacdo, L. plantarum Lpl15 foi utilizado para produzir leite
fermentado. O leite fermentado pronto para consumo apresentou alta contagem de
Lactobacillus com 9,4 Log,0 UFC/mL, teor de acidez de 0.99%, pH 4.3, conteudo
proteico com 2,02%, carboidratos e extrato seco totais com 8.5% e 12.15%
respectivamente e, 0,5% de cinzas. O produto se manteve estavel fisico-quimica e
microbiologicamente, sob refrigeracdo, durante 90 dias de estocagem. Nao foi
detectada a presenca de coliformes totais e/ou termotolerantes bem como bolores e
leveduras. A contagem do L. plantarum variou de 9,40 a 8,66 Log;o UFC/mL, no
inicio e final do armazenamento. Houve reducdo de apenas um ciclo logaritmico na
contagem de L. plantarum aos 90 dias de armazenagem, e este parametro culminou
também com um pequeno aumento de acidez.

Palavras Chave: Bactérias do acido lactico. Probiotico. Vida de prateleira.

Abstract: Lactobacillus plantarum is a non starter lactic acid bacteria (NSLAB),
whose health benefits to the host have been received special attention. In this
investigation, it was produced a milk fermented with L. plantarum Lpl115. The
fermented milk showed high lactobacilli counts with 9.4 logio CFU/mL, titratable
acidity of 0.99%, pH 4.3, and 2.02% protein content, carbohydrate and total solids
with 8.5% and 12.15% respectively and finally, ash content of 0.5%. The product was
physical-chemical and microbiologically stable, at refrigerated storage, for 90 days. It
was not detect the presence of total coliforms, thermotolerant coliforms, or yeasts
and molds. The L. plantarum counting ranged from 9.4 to 8.66 Logio CFU/mL at the
end of storage. There was a reduction of only one logarithmic cycle in the L.
plantarum count at 90 days of storage. It was also observed a slight increase in
acidity in the same period.

Keywords: Lactic Acid Bacteria. Probiotic. Shelf-life.
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1 INTRODUCAO

Durante a Ultima década, o interesse das industrias e consumidores
por alimentos funcionais tem aumentado de maneira significativa, suportados pela
influencia positiva que estes alimentos exercem sobre algumas funcdes bioldgicas
do corpo humano.

Neste cenario, os produtos lacteos com alegacdo funcional foram
responsaveis entre 2005 e 2010, por quase 43% do mercado mundial de produtos
funcionais (OZER; KIRMACI, 2010), sendo que na América Latina houve expansio
de 32% ao ano entre 2005 e 2007 (CROWLEY, 2008) e estima-se que a taxa de
crescimento anual de vendas de bebidas probidticas e iogurtes seja de 5% entre
2006 e 2011 (OZER; KIRMACI, 2010). No Brasil, dados da Consultoria Euromonitor
International, divulgados em 2010, mostram que em cinco anos o mercado de
produtos destinados ao equilibrio da microbiota intestinal teve um crescimento de
60% passando de R$ 57 milhdes, em 2004, para R$ 92 milhdes, em 2009 (REVISTA
FATOR, 2011).

Os produtos lacteos constituem um dos principais veiculos
carreadores de bactérias probidticas. O aumento deste mercado revitalizou este
setor pela introdugdo de produtos caracterizados ndo sé pelo seu alto valor nutritivo
e sabor agradavel, mas também pela sua capacidade de exercer efeitos positivos
sobre a saude do consumidor (GOMES; MALCATA, 1999; CASIRAGHI, et al.; 2007).
O leite, que contem importantes propriedades nutricionais, em combinacdo com
linhagens bacterianas com caracteristicas probiéticas ou producdo de metabdlitos
ativos fisiologicamente, representa uma das opc¢des de tecnologia para a fabricacao
de novos produtos com alegacéo funcionais (GOMEs, et al., 1998; MINERVINI, et
al., 2009).

Muitas bactérias acido lacticas (BAL), com caracteristicas probidticas
tém sido utilizadas visando a promocdo de efeitos benéficos a saude;
tradicionalmente estes microrganismos sao adicionados a iogurtes e leites
fermentados (SAARELA, et al,. 2000; RANADHEERA, et al, 2010).

No Brasil, o Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento,
define leites fermentados como produtos resultantes da fermentacdo do leite
pasteurizado ou esterilizado, por fermentos lacticos préprios. O leite utilizado na

fabricacdo podera ser em natureza ou reconstituido, adicionado ou ndo de outros
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produtos de origem lactea, bem como de outras substancias alimenticias
recomendadas pela tecnologia atual de fabricacdo de leites fermentados, nos termos
do presente padrédo de identidade e qualidade, e que né&o interfiram no processo de
fermentacao do leite pelos fermentos lacticos empregados (MAPA - Brasil, 2000).

Quanto a regulamentacdo de uso, tanto a FAO/WHO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations e World Health Organization), quanto
a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), 6rgdos que regulamentam o
uso de alimentos e drogas e produtos com alegacao funcional, definem probiéticos
como microrganismos vivos que, quando consumidos em quantidades adequadas,
conferem efeitos benéficos ao seu hospedeiro e preconizam a ingestdo de 108 - 10°
Unidades Formadoras de Colbnias (UFC), na recomendac¢do diaria do produto
pronto para consumo, como quantidade minima de bactérias vidveis para
designacédo de um alimento probiético (FAO/WHO, 2001; ANVISA, 2005).

Lactobacillus plantarum € uma bactéria lactica ndo “starter"
(NSLAB), e foi o primeiro Lactobacillus a ter seu genoma sequenciado
(KLEEREBEZEM, et al., 2003; CLAESSON, et al.,, 2007). Muitos estudos tém
atribuido a L. plantarum habilidades para modular o sistema imune (PAOLILLO, et
al., 2009), reduzir o risco de doencas cardiovasculares (NARUSZEWICZ, et al.,
2002), atenuar desordens intestinais (YEN, et al., 2006), reduzir o colesterol LDL
(BUSKOWSKA, et al., 1997), produzir folatos (HUGENSCHMIDT, et al., 2010),
participar de muitos processos de fermentacdo importantes para a inddstria de
alimentos (QUERE, et al.,, 1997), além de contribuir significativamente para o
incremento da fungdo barreira, exercida pelo intestino e sua microbiota
(ANDERSON, et al.,, 2010). Este microrganismo é frequentemente associado a
fermentacdo vegetal (VESCOVO, et al, 1993), e embora, pela legislacao brasileira,
L. plantarum n&o seja considerado probiético, em outros paises o microrganismo é
caracterizado como tal e vem sendo muito utilizado como promotor de saude.

Sabendo que o mercado de lacteos fermentados encontra-se em
expansdo, e que a aplicacdo de bactérias benéficas ainda ndo exploradas neste
setor podem ser interessantes do ponto de vista industrial, foi proposto a producao e
caracterizacao de um leite fermentado utilizando a linhagem comercial L. plantarum
Lp115.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 PREPARO DO INOCULO

100 mL de leite desnatado reconstituido (LDR) a 10% (p/v) (Molico®,
Nestlé, Brasil) foi esterilizado a 121°C/15 min. A temperatura ambiente o leite foi
adicionado de aproximadamente 10 mg da cultura liofilizada de Lactobacillus
plantarum Lp115 (Danisco, Cotia - SP), e incubado a 37°C/ 8 horas.

2.2 LEITE FERMENTADO

O leite fermentado foi preparado de acordo com o esquema de
producdo apresentado (Esquema 1). Leite desnatado reconstituido (LDR) a 7% (p/v)
(Molico®, Nestlé, Aracatuba-SP) foi adicionado de 8% (p/v) de sacarose e
esterilizado a 121°C/15 minutos. O leite foi resfriado a 37°C, inoculado com 5% (v/v)
da cultura ativada, agitado e acondicionado em estufa a 37°C por 14 a 16 h ou até

acidez aproximada de 1% (% acido lactico).
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Esquema 1 — Etapas de producéo do leite fermentado

i ™
H,0. Leite desnatado reconstituide 7.0%%
\, Sacarnss 8% y

Esterilizacfio a 121°C / 15 minutos

|

Resfriamentoa 37°C

|

' .
Adicdo de 5% (V/V) da cultura Tpl15

L ativada )

' ™
Estufa a 37°C/14 h ou Acidez titulavel

L = 0.9% ( Ac. Liactica) y

Resfriamento do leite fermentado a 521°C

|

-~ "

Adicdode 0.01% (B/V) aroma frutas citricas
L e 0.05% (P/V) aromma baunilha )

Anilises de pH, Acider titulavel,
Coliformes a 30°C = 45°C_ Bolores e
leveduras e Contagem de células viaveis.

/

{ Envaze ]_[ Armarenamento em ]
camara friaa 5£1°C

O leite fermentado foi resfriado em camara fria (5°C), o coagulo foi
quebrado e adicionado de aromas idénticos aos naturais: 0,01 % (v/v) frutas citricas
(Duas Rodas Industrial, Jaragua do Sul- SC) e 0,05% (v/v) baunilha (Duas Rodas
Industrial, Jaragua do Sul- SC).

2.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Para avaliacdo da qualidade microbiolégica, foram retiradas
assepticamente amostras para quantificacdo de células viaveis de L. plantarum,
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coliformes a 30°C e 45°C (caldo verde brilhante, Oxoid, Cambridge, UK) e contagem
de bolores e leveduras (Agar batata dextrose, Difco, Diadema, SP), conforme
determina a legislagéo brasileira (Resolugéo - RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001-
Regulamento técnico sobre os padrdes microbioldgicos para alimentos).

Para contagem de L. plantarum, foram utilizadas diluicbes seriadas
em agua peptonada tamponada 0,1% (p/v) (Oxoid, Cambridge, UK). Diluicbes de 10
! a 10™"° foram plaqueadas em agar MRS pour-plate e incubadas em anaerobiose
(de Man, Rogosa e Sharpe -Oxoid, Cambridge, UK com sistema Anaerobac, Probac.
Séo Paulo) a 37° C/ por 48 horas.

A avaliacdo de coliformes e bolores e leveduras foram verificados
conforme Silva e colaboradores (2001). Todas as analises foram efetuadas em
triplicata.

2.4 ANALISES Fisico-QuiMICAS

As caracteristicas de acidez titulavel, pH, teor de cinzas, proteinas,
carboidratos totais e extrato seco total (EST), foram determinadas de acordo com as
normas definidas pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ (2008). Todas as andlises foram
efetuadas em triplicata.

Paralelamente, para acompanhamento da vida de prateleira, o
produto envasado foi avaliado fisico-quimica e microbiologicamente nos tempos 1,
30, 60 e 90 dias de estocagem a 10°C.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os resultados foram obtidos em triplicata, avaliados pelo teste
de Hartley para verificar a homogeneidade de varidncias seguidos da analise de
variancias (ANOVA) e as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey
com nivel de significancia < 5% (P < 0,05), dado pelo programa Statistica versao 6.0
(STATSOFT, 2001).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PRODUCAO DO LEITE FERMENTADO

A fermentacdo teve duracdo meédia de 14 horas. O tempo de
fermentacdo foi superior a producdo de fermentados lacteos tradicionais, cujos
processos de fermentacdo ocorrem em 3,5 a 6 h (DAVE; SHAH, 1997a; THAMER,
PENNA, 2006), o que pode ser atribuido ao fato da cultura L. plantarum ser uma
bactéria heterofermentativa, ndo "starter" (NSLAB), cuja producéo de &cido lactico é
inferior, quando comparada a culturas homofermentativas ou culturas iniciadoras
(KLEEREBEZEM, et al., 2003; OLIVEIRA, et al., 2011). Além disso, o uso de
culturas mistas € comum na producdo destes fermentados (DAVE; SHAH, 1997a;
THAMER; PENNA, 2006). Um outro ponto a considerar é a proporcao de leite em pé
utilizada (7%), inferior a quantidade geralmente utilizada para reconstituicdo do leite,
0 que pode influenciar o metabolismo da cultura, devido a menor disponibilidade de

lactose com consequente maior tempo de fermentacao.

3.2 CARACTERIZACAO DO PRODUTO

As caracteristicas do produto pronto para consumo (Figura 1) e
durante a vida de prateleira sdo apresentadas na Tabela 1. A viabilidade de L.
plantarum foi de 2,52 x 10° UFC/mL ou 2 x 10** UFC/dose de 80 mL. Ao longo de 90
dias estocado a 5°C. houve reducdo de apenas um ciclo logaritmico (4,66 x 10°
UFC/mL), o que mantém o produto com caracteristicas superiores aquelas
determinadas pela legislacdo vigente que recomenda para alimentos probioticos
uma contagem minima 1 x 10° UFC/mL (ANVISA, 2008). Embora L. plantarum nao
seja considerado probidtico pela legislacdo brasileira, a FAO/VVHO o classifica
como tal em muitos paises e muitos relatos de efeitos benéficos sdo atribuidos a
este microrganismo (DANIEL, et al., 2006; ANDERSON, et al., 2010; GRANATO, et
al., 2010).

Em trabalho preliminar, foram avaliados diferentes formula¢des de
leites fermentados por L.plantarum BG112 (Sacco® - Campinas, SP) e observou-se
viabilidade de 1 x 10 UFC/mL no produto pronto e 1 x 10%° UFC/mL apés 70 dias
estocados a 4°C (SOUZA, et al, 2011). Minervini e colaboradores (2009)
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observaram uma contagem de 10® UFC/mL para linhagens de L. plantarum em leite
de cabra, sem reducdo na contagem em até 45 dias de estocagem. Na avaliacdo da
viabilidade de outras espécies de Lactobacillus em leites fermentados foi observada
uma reducdo de um a dois ciclos logaritmicos apds estocagem durante 21 dias
(ZACHARCHENCO; MASSAGUER-ROIG, 2006; MOAYEDNIA, et al, 2009).

Tabela 1 — Caracteristicas do leite fermentado pronto para o consumo ao longo de
90 dias estocado a 10°C

Tempa (dias)

An:ilises 1 30 60 90
Log UFC/mL 9.40=0.02° 9.32+0.03° 020+0.02°  8.66=0.08°
pH 4.26+0.06° 27+0.06° 423+0.04°  3.9520.03°
Acidez (%) 0.99+0.05" 1.0520.07° 1.0320.08°  1.30+0.08°
Prateinas (%) 2.02£0.09° 2.1120.10° 208£0.06°  2.08+0.08°
Carhoidratos (%) 8.51£0.05° 8.400.07° 844+0.05°  7.36x0.16°
EST (%) 12.1520.15° 11.95+0.16°  12.0520.05° 12.02+0.14°
Cinzas (%) 0.5320.03° 0.5120.02° 0.53£0.01°  0.52+0.02°

EST: Extrato seco total
0= dados sdo meédias de 3 repeticdes independentes
Meédias muma linha seguidas pela mesma letra, nie diferem estatisticamente entre si (p=10.03)

O pH do leite reconstituido foi de 6,02 em média; com o metabolismo
dos acucares pelo L. plantarum, o meio foi acidificado e o pH do produto pronto para
consumo foi reduzido para 4,26 com acidez (g acido lactico) igual a 0,99%. Esses
pardmetros se mantiveram constantes no produto estocado até 60 dias e
apresentaram pequeno decréscimo de pH e aumento de acidez aos 90 dias. O
controle destes parametros é importante no processo de fermentacao, pois a acidez
elevada pode reduzir a hidratacdo das proteinas com consequente separacao de
fases devido a contragdo do coagulo (THAMER; PENNA, 2006). Além disso, acidez
excessiva pode implicar em alteracdes indesejaveis nas caracteristicas sensoriais do
produto, bem como na reducéo da viabilidade da cultura em uso (VINDEROLA, et
al., 2000; THAMER; PENNA, 2005; SOUZA, et al., 2011).



96

Os resultados indicam que houve uma sutil pés acidificacdo, que
pode ser atribuida a atividade metabdlica da bactéria. Esta alteracao coincide com a
reducdo de um ciclo logaritmo na viabilidade do L. plantarum, embora a contagem
ao longo do armazenamento se mantenha superior ao usualmente recomendado
para promocdo de efeitos benéficos (OUWEHAND; SALMINEN, 1998; ANVISA,
2008). Ainda que o tempo de fermentacéo tenha sido longo, o pH 4,2 foi atingido em
14 h de fermentacdo sem adi¢do de nenhuma outra cultura. Thamer e Penna (2005)
destacam a importancia de produtos lacteos fermentados por probiéticos, atingirem
pH de 4,6 no maximo em 24 horas e enfatizam a dificuldade ou incapacidade de
culturas probidticas, sobretudo bifidobactérias, atingirem esse pH sem a
necessidade de uma cultura adjuvante.

O produto n&do apresentou coliformes bem como bolores e
leveduras, um indicativo de condicBes de manipulacdo e processamento adequados.

O leite fermentado pronto para consumo apresentou 2,02%
proteinas, 8,51% carboidratos totais, 87,8 % umidade, 12,15% de extrato seco total
e 0,53% de cinzas (Tab.1). Estas caracteristicas ndo apresentaram variacdo durante
a estocagem, exceto os carboidratos totais que foram reduzidos em 13,51% apenas
nas amostras avaliadas aos 90 dias de estocagem, culminando com a pés-
acidificacao do leite.

A quantidade de EST e o conteudo protéico sdo diretamente
relacionados a composicdo da matéria prima utilizada para a producdo do leite
fermentado. Segundo a legislacdo vigente (MAPA - Resolucdo N° 5, De 13 de
Novembro de 2000) a classificagdo de bebida lactea fermentada recomenda um
minimo de 2,9 g de proteina/100 g de produto. Os resultados deste trabalho s&o
ligeiramente inferiores, no entanto a legislacdo permite teores reduzidos de proteina
e gordura neste tipo de produto, portanto estdo de acordo com tal caracterizagéo.

O produto pronto para consumo (Figura 1, Tabela 1) apresentou
caracteristicas adequadas a um leite fermentado e, de acordo com a
regulamentacdo técnica, o produto é caracterizado como leite fermentado

desnatado, adocado, com sabor frutas citricas e baunilha (MAPA - Brasil, 2000).
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Figural— Leite fermentado pronto para consumo

O leite fermentado desenvolvido com L. plantarum poderia ter
alegacdo de propriedades funcionais e/ou de saude, pois atende a legislacdo em
vigor no que se refere a sua viabilidade microbiolégica durante o periodo de estudo
sob refrigeracdo, além de a espécie possuir um longo histérico de uso seguro bem
como, comprovacao de muitos efeitos benéficos a saude do hospedeiro (PAOLILLO,
et al., 2009; NARUSZEWICZ, et al., 2002; YEN, et al., 2006; BUSKOWSKA, et al.,
1997; QUERE, et al., 1997). Entretanto, o microrganismo, ainda ndo € tido como
probiotico pela ANVISA (BRASIL, 2008).

O uso de bactérias probidticas associadas a alimentos tem sido
fortemente recomendado devido a protecdo que a matriz alimentar exerce sobre as
células microbianas durante a passagem pelo TGl (FLOCH, 2002; RANADHEERA,
et al., 2010). Além disso, em um produto que visa promocao de efeitos de saude, é
desejavel que se mantenha a alta viabilidade durante a vida de prateleira e que
sejam garantidas adequadamente suas caracteristicas tecnoldgicas e sensoriais
(SAXELIN, et al., 1999).

Embora a linhagem seja isolada de plantas (DANIEL, et al., 2006) o
L. plantarum Lp115 estudado, apresentou capacidade de fermentar o leite e produzir

caracteristicas tecnoldgicas desejaveis.
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4 CONCLUSOES

O leite fermentado por L. plantarum Lpll5 apresentou
caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas estaveis em periodo superior ao
avaliado em produtos similares disponiveis no mercado. Embora L. plantarum nao
seja considerado probiotico pela legislacdo brasileira, a avaliagcdo dos efeitos deste
microrganismo sobre a saude do consumidor pode ser uma alternativa interessante

e inovadora para producao de lacteos fermentados.



99
5 REFERENCIAS

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria. Resolucdo RDC n° 278, de 22
de setembro de 2005, atualizada em Julho de 2008. Legislacéo para alimentos com
alegac0Oes de propriedades funcionais e ou de saude, novos alimentos/ingredientes,
substancias bioativas e probioticos. Disponivel em: <http://www.anvisa.gov.br/
alimentos/comissoes/tecno_lista_alega.htm>. Acesso em: 20 dez. 2010.

ANDERSON, R. C.; COOKSON, A. L.; MCNABB, W. C.; KELLY, W. J. and ROY, N.
C. (2010). Lactobacillus plantarum DSM2648 is a potential probiotic that enhances
intestinal barrier function. FEMSMicrobiology Letters, 309: 184 -192.

BUKOWSKA, H.; PIECZUL-MROZ, J.; ASTRZEBSKA, M., CHELSTOWSKI, K. and
NARUSZEWICZ, M. (1997). Decrease in fibrinogen and LDL-cholesterol levels upon
supplementation of diet with Lactobacillus plantarum in subjects with moderately
elevated cholesterol. Atherosclerosis 137, 437 - 438.

CASIRAGHI, M. C.; CANZI, E.; ZANCHI, R.; DONATI, E. and VILLA, L. (2007).
Effects of a synbiotic milk product on human intestinal ecosystem. Journal of Applied
Microbiology, 103: 499 -506.

CLAESSON, M. J., SINDEREN, D. and OTOOLE, P. W. (2007). The genus
Lactobacillus - a genomic basis for understanding its diversity. FEMSMicrobiology
Letters 269: 22 - 28.

CROWLEY, L. (2008). Danisco meets growing South American demand for
probiotics.

DANIEL, C.; POIRET , S.; GOUDERCOURT, D.; DENNIN, V.; LEYER, G. and POT,
B. (2006). Selecting lactic acid bacteria for their safety and functionality by use of a
mouse colitis model. Applied and Environmental Microbiology, 72 (9): 5799- 5805.

DAVE, R. |. and SHAH, N. P. (1997a). Viability of yoghurt and probiotic bacteria in
yoghurts made from commercial starter cultures. Internacional Dairy Journal, 7(1): 31
-41.

FAO - Food and Nutrition paper 85. Probiotics in food - Health and nutritional
properties and guidelines for evaluation. (2006). Report of a Joint FAO-WHO expert
consultation on evaluation of health and nutritional properties of probiotics in food
including powder milk with live lactic acid bacteria. Cordoba, Argentina, 2001.

FLOCH, M. H. (2002). Bile salts, intestinal microflora and enterohepatic circulation.
Digestive and Liver Disease, 34(S 2): S54-57.

GOMES, A. M. P. e MALCATA, F. X. (1999). Agentes probioticos em alimentos:
aspectos fisioldgicos e terapéuticos e aplicacdes tecnoldgicas. Boletim de
Biotecnologia, 64: 12 - 22.

GOMES, A. M. P.; MALCATA, F. X. and KLAVER F. A. M. (1998). Growth
enhancement of Bifidobacterium lactis Bo and Lactobacillus acidophilus Ki by milk
hydrolyzates. Journal of Dairy Science, 81: 2817 -2825.



100

GRANATO, D.; BRANCO, G. F.; CRUZ, A. G.; FARIA, J. A. F. and SHAH, N. P.
(2010). Probiotic dairy products as functional foods. Comprehensive Reviews in Food
Science and Food Safety.9:455470.

HUGENSCHMIDT, S., SCHWENNINGER, S. M., GNEHM, N., LACROIX, C., (2010).
Screening of a natural biodiversity of lactic and propionic acid bacteria for folate and

vitamin B12 production in supplemented whey permeate. International Dairy Journal

20: 852 - 857.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ. (2008). Leites e derivados. Em: Métodos fisico-
quimicos para andlise de alimentos. Sdo Paulo: Sdo Paulo, Instituto Adolfo Lutz, 1°
Ed digital, p. 819-877.

KLEEREBEZEM, M.; BOEKHORST, J.; VAN KRANENBURG, R.; MOLENAAR D.;
KUIPERS, O. P.; LEER, R.; TARCHINI, R.; PETERS, S. A.; SANDBRINK, H. M.;
FIERS, M. W.; STIEKEMA, W.; LANKHORST, R. M.; BRON, P. A.; HOFFER, S. M.;
GROOT, M. N.; KERKHOVEN, R.; de VRIES, M.; URSING, B.; de VOS, W.M.;
SIEZEN, R. J. (2003). Complete genome sequence of Lactobacillus plantarum
WCFSL1. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 100: 1990 -1995.

MINERVINI, F.; BILANCIA, M.T.; SIRAGUSA, S.; GOBBETTI, M. and CAPONIO, F.
(2009). Fermented goat's milk produced with selected multiple starters as a
potentially functional food. Food Microbiology, 26: 559 -564.

MOAYEDNIA, N.; EHSANI, M.R.; EMAMDJOMEH, Z. and MAZAHERI, A.F. (2009).
Effect of refrigerated storage time on the viability of probiotic bacteria in fermented
probiotic milk drinks. International Journal of Dairy Technology, 62(2): 204 - 208.

NARUSZEWICZ, M.; JOHANSSON, M. L.; ZAPOLSKA-DOWNAR, D. and
BUKOWSKA, H. (2002). Effect of Lactobacillus plantarum 299v on cardiovascular
disease risk factors in smokers. The American Journal of Clinical Nutrition, 76: 1249 -
1255.

OLIVEIRA, R. P. S.; FLORENCE, A. C. R.; PEREGO, P.; OLIVEIRA, M. N.;
CONVERTI, A. (2011). Use of lactulose as prebiotic and its influence on the growth,
acidification profile and viable counts of different probiotics in fermented skim milk.
International Journal Food Microbiology, 145: 22-27.

OUWEHAND, A. C. and SALMINEN, S. J. (1998). The health effects of cultured milk
products with viable and non-viable bacteria. International Dairy Journal, 8:749-758.

OZER, B. H. and KIRMACI, H. A. (2010). Functional milks and dairy beverages.
International Journal of Dairy Technology, 63 (1): 1-15.

PAOLILLO, R.; CARRATELLI, C. R.; SORRENTINO, S.; MAZZOLA, .N. and RIZZO,
A. (2009). Immunomodulatory effects of Lactobacillus plantarum on human colon
cancer cells. International Immunopharmacology 9, 1265 - 1271.

QUERE, F., DESCHAMPS, A. and URDACI, M. C., (1997). DNA probe and PCR-
specific reaction for Lactobacillus plantarum. Journal of Applied Microbiology 82, 783
-790.



101

RANADHEERA, R. D. C. S.; BAINES, S. K. and ADAMS, M. C. (2010). Importance of
food in probiotic efficacy. Food Research International 43: 1-7.

BRASII, Resolucdo N° 5, de 13 de novembro de 2000. MAARA- Ministério da
Agricultura e do abastecimento. Departamento de inspec¢ao de produtos de origem
animal. Disponivel em:
<http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=consultarLe
gislacaoFederal>. Acesso em: 21 abr. 2011.

Revista Fator. Disponivel em: <http://www.revistafator.com.br/ver_noticia.php?not=
142778>. Acesso em: 05 abr. 2011.

SAARELA, M.; MOGENSEN, G.; FONDEN, R.; MATTOO, J.; SANDHOLM, T.M.,
(2000). Probiotic bacteria: safety, functional and technological properties. Journal of
Biotechnology, 84: 197-215.

SAXELIN, M.; GRENOV, B.; SVENSSON, U.; FONDEN, R.; RENIERO, R. and
MATTILA-SANDHOLM, T. (1999). The technology of probiotics. Trends in Food
Science and Technoogy, 10(12): 387 - 392.

SILVA, N.; JUNQUEIRA, V.C.A. e SILVEIRA, N.F.A. (2001). Manual de métodos de
analise microbioldgica de alimentos. 2% Ed. Ed. Varela, Sdo Paulo, SP. 317p.

SOUZA, A.H.P.; COSTA, G.N.; MIGLIORANZA, L.H.S.; MAIA-FURLANETO, L.;
OLIVEIRA, A.F. (2011). Caracterizacdo microbiologica, fisico-quimica e sensorial de
leite fermentado com Lactobacillus plantarum. Acta Scientiarium- Health Science, (in

proof).

STATSOFT. Statistica for Window - Computer programa manual. Versao 6.0 Tulsa:
Statsoft Inc., 2001.

THAMER, K. G. e PENNA, A. L. B. (2005). Efeito do teor de soro, agucar e de
frutooligossacarideos sobre a populacédo de bactérias lacticas probioticas em
bebidas fermentadas. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas. 41 (3): 393 -
400.

THAMER, K. G. e PENNA, A. L. B. (2006). Caracterizacado de bebidas lacteas
funcionais fermentadas por probidticos e acrescidas de prebidtico. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, 6(3): 589595.

VESCOVO, M.; TORRIANI, S.; DELLAGLIO, F. and BOTTAZZI, V. (1993). Basic
characteristics, ecology and application of Lactobacillus plantarum: a review. Annual
Microbiology and Enzimology, 43: 261-284.

VINDEROLA, C. G.; BAILO, N.; REINHEIMER, J. A. (2000). Survival of probiotic in
Argentina yogurts during refrigerate storage. Food Research International, 33(2): 97 -
102.

YEN, D.; CHEUNG, J.; SCHEERENS, H.; POULET, F.; MCCLANAHAN, T;
MCKENZIE, B.; KLEINSCHEK, M. A.; OWYANG, A.; MATTSON, J.;
BLUMENSCHEIN, W.; MURPHY, E.; SATHE, M.; CUA, D. J.; KASTELEIN, R. A. and
RENNICK, D. (2006). IL-23 is essential for T cell-mediated colitis and promotes



102

inflammation via IL-17 and IL-6. The Journal of Clinical Investigation 116:1310 -
1316.

ZACHARCHENCO, P. B. and MASSAGUER-ROIG, S. (2006). Properties of
Streptococcus thermophilus fermented milk containing variable concentrations of
Bifidobacterium longum and Lactobacillus acidophilus. Brazilian Journal of
Microbiology, 37: 338 - 344.



103
CAPITULO 4

IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE L. PLANTARUM POR PCR EM TEMPO
REAL EM HUMANOS APOS CONSUMO DIARIO DE LEITE FERMENTADO

Resumo: Lactobacillus plantarum tem sido muito utilizado em estudos clinicos,
como promotor de efeitos benéficos ao hospedeiro. Entretanto, o seu monitoramento
no trato gastrointestinal (TGI) humano € pouco explorado. Nesta investigacdo 61
individuos receberam diariamente doses de um leite fermentado contendo 2x1o"!
UFC/dose da espécie alvo, L. plantarum Lp115, por diferentes periodos de consumo
e microrganismo alvo foi monitorado na microbiota fecal desses individuos durante o
consumo e pos consumo via PCR em tempo real (QPCR). O L. plantarum foi
detectado nas fezes de apenas dois individuos no tempo zero, entretanto, em todos
os periodos de consumo de leite fermentado o microrganismo foi detectado e
quantificado na ordem de 10° - 10* UFC/g fezes, em todos os individuos avaliados.
Na comparacdo com o tempo zero, a quantificacdo em todos os periodos de
consumo foram estatisticamente significativos (P=0,001). No entanto, apés 15 e 45
dias da interrupcdo da dieta, o lactobacilo foi reduzido no nivel similar a linha de
base (T=0). O periodo mais prolongado de consumo ndo resultou em maior
ocorréncia do L. plantarum nas fezes nas avaliacbes pés-consumo (P=0,001). A
andlise dos resultados, tanto em quantidade de UFC, como em numero de copias do
gene apresentou alta correlagédo (r = 1), (p < 0,0001). O método qPCR utilizado foi
especifico e sensivel para monitoramento de L. plantarum no ambiente de microbiota
complexa como o trato gastrointestinal

Palavras chave: gPCR. TagMan. Probiético. Trato gastrointestinal. Microbiota fecal.

Abstract: Lactobacillus plantarum has been used in clinical trials as a promoter of
beneficial effects to the host. However, their monitoring in the human gastrointestinal
tract (GIT) is barely explored. In this study, 61 subjects received daily doses of
fermented milk containing 2x10" CFU of L. plantarum Lp115, at different periods of
consumption. The target organism was monitoring in the individual fecal microbiota,
via real-time PCR (gPCR). L. plantarum was detected in the faeces of only two
subjects at time zero, however, in all periods of consumption, the microorganism was
detected and quantified in the of order 10° to 10* CFU/g feces in all subject
evaluated. In comparison with zero time, all consumption periods were statistically
significant (P=0,001). However, after 15 and 45 days of discontinuing the diet, the
lactobacilli were reduced to the level observed at baseline (T = 0). The longer period
of consumption did not result in higher occurrence of L. plantarum in the stool,
according to the post-consumption evaluations (P=0,001). The results, both in
number of CFU, and number of gene copies, demonstrated high correlation (r = 1), (p
< 0,0001). The gPCR method used was specific and sensitive to monitoring of L.
plantarum in a complex microbial environment such as gastrointestinal tract.

Keywords: qPCR. TagMan. Probiotic. Gastrointestinal tract. Fecal microbiota.
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1 INTRODUCAO

O trato gastrointestinal (TGI) humano € composto por uma
microbiota complexa e dinamica cuja composicao difere tanto ao longo do TGI como
no limem e na mucosa. Como resultado, cada individuo tem uma microbiota
caracteristica Unica que varia de acordo com a idade, estado de saude e modo de
vida (GILL, et al., 2001; ISOLAURI, et al., 2004; LEY, et al., 2006; TIIHONEN, et al.,
2010). O equilibrio desta microbiota constitui uma barreira contra patéogenos e
substancias nocivas, portanto, exerce uma importante funcdo protetora e promove
efeito de salude e bem estar ao hospedeiro (JANKOVIC, et al., 2010).

A compreensao do papel da microbiota intestinal nas disfung¢des do
trato gastrointestinal (TGI) ou dos efeitos benéficos de alguns microrganismos no
equilibrio intestinal é limitada pela caréncia de dados aprofundados sobre seu
desenvolvimento, sua composi¢cdo normal ou as alteracées desta microbiota frente a
uma dieta especifica. O principal fator de restricdo a estes estudos tem sido a
laboriosidade, o tempo extensivo e a falta de precisdo dos métodos tradicionais de
cultivo que acessam uma percentagem muita baixa desta populacdo (GUEIMONDE,
et al.,, 2004; ZOETENDAL, et al., 2004; CAREY, et al., 2007; ZOETENDAL, et al.,
2008). No entanto, o desenvolvimento da reagao da polimerase em cadeia (PCR), o
aumento do numero de genomas sequenciados, bem como o incremento de
meétodos moleculares tém adquirido grande importancia e abre novos caminhos nas
abordagens que visam a compreensdo da microbiota intestinal e seus efeitos sobre
0 hospedeiro (ZOETENDAL, et al., 2004; VAUGH, et al., 2005).

Microrganismos probidticos sdo fortemente associados a efeitos
benéficos a saude, a eles sdo atribuidos atividade antimicrobiana, reducéo do risco
de doencas gastrointestinais, melhora no metabolismo da lactose, propriedades
antimutagénicas e anticancerigenas, efeito hipocolesterolémico, propriedades anti-
diarréicas, estimulacdo do sistema imunoldgico e melhora nas doencas inflamatérias
intestinais (OUWEHAND; SALMINEN, 1998; GILL, et al., 2001; ISOLAURI, et al.,
2004; SHAH, 2007; RANADHEERA, et al., 2010).

O longo histérico da utilizacdo e dos efeitos de microrganismos
probidticos ultrapassou a barreira especulativa e hoje ha provas contundentes da
acado destes microrganismos sobre o organismo onde eles se encontram. Neste

cenario, os 6rgdos reguladores de substancias e alimentos em todo o mundo se
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ocupam da regulamentacdo e uso destes microrganismos. A FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations), a WHO (World Health Organization)
e no Brasil, a Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) definem probiéticos
cComo microrganismos vivos que, quando consumidos em quantidades adequadas,
conferem efeitos benéficos ao seu hospedeiro (FAO/WHO, 2001; ANVISA, 2008).

O equilibrio da microbiota intestinal € o mais antigo beneficio
proposto a microrganismos probiéticos (METCHNIKOFF (1905). Este efeito tem sido
amplamente estudado e é atualmente um dos parametros mais importantes nas
alegacdes benéficas relacionadas a probidticos. A manutencdo deste balanco no
ecossistema do TGl é fortemente associado a um aumento de lactobacilos e/ ou
bifidobactérias e uma diminuicdo de bactérias potencialmente patogénicas
(JANKOVIC, et al., 2010). Nos ultimos anos tem sido demonstrado que é possivel
modificar transitoriamente a composicdo da microbiota intestinal de individuos
saudaveis, em favor destas espécies apos a ingestdo de alguns probioticos
(GOPAL, et al.,, 2003; ISOLAURI, et al., 2004; JANKOVICK, et al., 2010).
Paralelamente, os métodos tradicionais de cultivo na avaliacdo destas intervencgoes,
vém sendo substituidos gradativamente por métodos com abordagens moleculares
independentes de cultura.

Com o0 aumento do numero de sequéncias genéticas
disponibilizadas nas bases de dados GenBank/NCBI (National Center for
Biotechnology Information), um grande namero de iniciadores especificos a géneros
e espécies tém sido desenvolvidos. Dentre 0s microrganismos probiéticos
lactobacilos e bifidobactérias sdo os principais alvos de investigacdo e métodos
moleculares tém sido utilizados para estudo qualitativos e quantitativos destes
microrganismos, bem como para avaliar os efeitos destes sobre o hospedeiro
(VAUGH, et al., 2005; WALKER, et al., 2006; CAREY, et al., 2007; MASCO, et al,
2007; YUAN, et al., 2008; O'FLAHERTY, et al., 2010).

PCR em tempo real € uma ferramenta eficaz para estudos da
composicdo da populacdo microbiana em ambientes complexos como o trato
gastrointestinal e permite a deteccdo e quantificacdo de organismos alvo. O
desenvolvimento desta técnica tem propiciado um conhecimento mais aprofundado
sobre a composi¢ao da microbiota intestinal, sua relacdo com a dieta, e seu papel na

saude e nas doencas. Deste modo constitui um instrumento Gtil para avaliacédo
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clinica da eficacia dos probioticos (GUEIMONDE, et al, 2004; SMITH; OSBORN,
2009).

PCR quantitativo em tempo real (QPCR) € atualmente a técnica mais
sensivel para a analise de alvos raros e permite em alguns casos, a deteccdo de
uma unica copia de DNA alvo (PALMER, et al., 2003). A grande sensibilidade é uma
vantagem crucial quando apenas pequenas quantidades de células ou tecidos séo
disponiveis ou niveis muito baixo do alvo sdo esperados (HOFSTATTER, et al.,
2010). Como o método € muito sensivel, algumas estratégias visando aperfeicoar a
obtencdo de dados tém sido utilizadas. De forma que a utilizacdo de um gene
normalisador € sempre recomendado com o objetivo de contornar a variabilidade na
extragcdo de DNA e na amplificacdo. Entretanto, cuidados especiais como a sua
estabilidade durante o tratamento experimental devem ser confirmadas (KUBISTA,
et al., 2006; HOFSTATTER, et al., 2010; DAN; SUN 2011).

Nas aplicacbes de gPCR, tanto a quantificacdo absoluta quanto
relativa sdo usadas. A abordagem relativa envolve um controle, uma amostra néo
tratada, dita amostra referéncia ou calibrador. Em geral o método é utilizado para
analisar mudancas no perfil da expressao de um gene ou a relagcdo de aumentos ou
diminuicdo de um alvo em resposta a um tratamento, comparado a um nivel basal
(MARCELINO, 2009).

A aplicacdo bem sucedida e a precisdo da gPCR depende de uma
série de parametros técnicos envolvidos na amplificacdo e analise de dados, tais
como qualidade do DNA e RNA, especificidade de iniciadores, a eficiéncia da PCR,
e a selecéo de fatores de normalizacdo adequados (DAN; SUN, 2011).

O PCR quantitativo tem sido empregado com sucesso na
quantificacdo de microrganismos probioticos, tanto em amostras de alimentos
(MASCO, et al., 2007; KRAMER, et al., 2009) como no estudo da microbiota
intestinal (GOPAL, et al., 2003; GUEIMONDE, et al., 2004; FUJIMOTO, et al., 2008).

Lactobacillus plantarum embora ndo seja considerado probiotico
pela legislacédo brasileira, é caracterizado como tal em muitos outros paises; a esta
espécie tem sido atribuido importantes incrementos na saude do hospedeiro
humano e animal (BUSKOWSKA, et al., 1997; NARUSZEWICZ, et al., 2002; YEN, et
al., 2006; PAOLILLO, et al. 2009; HUGENSCHMIDT, et al., 2010). Por ter sido o
primeiro genoma do género a ser sequenciado (KLEEREBEZEM, et al., 2003),

muitas rotas metabdlicas, mecanismos de regulacdo e a funcdo de muitos genes
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relacionados a espécie ja foram exploradas. O acesso a estes dados viabilizam os
estudos envolvendo a espécie e seu hospedeiro, pois facilita a troca de informacgbes
favorecendo a compreenséo de muitos dos efeitos inerentes a L. plantarum.

Neste contexto, um leite fermentado contendo L. plantarum linhagem
Lpl15, foi introduzido na dieta de 61 individuos saudaveis e avaliou-se a quantidade
do microrganismo nas fezes durante diferentes periodos de consumo bem como o
periodo permanéncia pés consumo, utilizando gPCR, com avaliacdo dos dados por
quantificacao relativa com base em numero de cépias do gene alvo/g fezes e

Unidades Formadoras de Col6nia (UFC)/g fezes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 RECRUTAMENTO E SELECAO DOS VOLUNTARIOS

Em cumprimento as exigéncias da resolucdo 274/2005 da
Universidade Estadual de Londrina, o comité de ética na pesquisa envolvendo seres
humanos (CEP-UEL), avaliou o projeto de pesquisas sob processo: 14995 / 2009, e
designou parecer favoravel a execucdo em 21/05/2009 (Anexo B: Formularios 1a,
1b, 3% e 3b referentes a solicitacdo de autorizagdo ao comité de ética e, Anexo C:
Parecer do comité de ética).

Para selecdo dos individuos a serem avaliados nesta pesquisa, a
comunidade académica recebeu convite para participacdo como voluntario. Em
reunido publica, os voluntarios receberam todos os esclarecimentos relacionados a
pesquisa e 61 individuos adultos saudaveis, compostos por 19 homens e 38
mulheres, com idades entre 19 e 65 anos foram selecionados para compor o grupo
de voluntérios.

Visando monitorar o comportamento do microrganismo L. plantarum
no trato gastrointestinal humano, os voluntarios receberam doses diarias de 80 mL
de leite fermentado contendo L. plantarum Lpl15, com contagem regular na ordem
de 10! UFC/dose.

2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os individuos foram distribuidos aleatoriamente de forma que a cada
15 dias, um grupo, voluntariamente ou por sorteio deixasse de consumir o produto.
Amostras fecais foram coletadas nos periodos determinados (Esquemal) e
utiizadas para extracdo de DNA e posterior identificagcdo e quantificacdo do
microrganismo. O periodo anterior ao inicio da ingestdo (Tempo 0) foi utilizado como
linha de base. Foram avaliados cinco grupos com diferentes periodos de consumo e

dois periodos pds consumo, 15 e 45 dias apos a ultima ingestao.
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2.3 AMOSTRAS FEcCAIS

Foram coletadas aproximadamente 5g de amostras fecais em
frascos coletores esterilizados, nos periodos determinados de acordo com o
esquema 1. As amostras coletadas foram imediatamente resfriadas e conduzidas ao
laboratorio. Cada amostra foi homogeneizada, fracionada em triplicatas em frascos

(2 mL) e congeladas a-80°C até o momento de extracdo do DNA.

Esquema 1 — Numero de individuos teste e periodos de amostragem em dias

4 individnuos |_|

i Dias
T individuos | I I | _
{ 15 +15 +435 Dias
14 mdividuos l I | | .
a 30 +15 +45 [has
3 mdvicuos | | | |
0 43 +13 +435 Dhas
L1 individoos | | | |
0 ol i +435 Dias
20 ndividnos | | | |
il ) +15 +45 Dhas

2.4 LINHAGENS REFERENCIA E CONDICOES DE CULTIVO

Neste estudo foram utilizados duas linhagens referéncia, L.
plantarum Lpl115 (Danisco, Cotia-S.P, Brasil) avaliado como microrganismo alvo,
cultivado por 12 horas em caldo MRS (de Man Rogosa e Sharpe - Oxoid,
Cambridge, UK com sistema Anaerobac, Probac. Sdo Paulo, Brazil) a 37°C em
anaerobiose e Bacillus thuringiensis variedade Thuringiensis linhagem 407, usado
como DNA enddgeno ou normalizador, cultivado a 30°C, sob agitacdo até densidade
otica igual a 0,6 (D.O 600 nm) €m caldo LB, composto por 10 g triptona (Himedia,
Mumbai, India), 5 g extrato de levedura (Himedia, Mumbai, India), 5 g NaCl (Vetec,

Rio de Janeiro, Brasil) e agua destilada, quantidade suficiente para (q.s.p.) 1 L. O
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cultivo de B. thurigiensis 407 foi centrifugado e a biomassa ressuspendida em
solucédo salina 0,85% (p/v), adicionado de glicerol 50 % (v/v) (Synth, Sdo Paulo,
Brasil), aliquotado e congelado a -80°C para utilizagdo como normalizador nas
reacoes qPCR, bem como para avaliar a eficiéncia da extracdo de DNA.

2.5 EXTRACAO DE DNA DAS CULTURAS

O DNA gendmico foi extraido de diluicdes seriadas das culturas de
L. plantarum e B. thuringiensis com contagens variando de 2,4x10' a 2,4x10° e
4,3x10" a 4,3x10®° UFC/mL, respectivamente. Foi utilizado o protocolo de
GUEIMONDE e colaboradores com modificagcbes (2004). Cada cultura foi
centrifugada a 10.000 g por 5 min, o precipitado foi lavado duas vezes com tampao
TE (10 mM Tris HCL, 1 mM EDTA pH 8,0) e ressuspendido em 200 uL de tampé&o
TE (Reagentes Synth, Sdo Paulo, BR).

A suspensdo bacteriana foi submetida a fervura por 10 min e
centrifugado a 10.000 g por 10 min. O DNA gendmico contido no sobrenadante foi

estocado a -20°C até o momento de uso.

2.6 EXTRACAO DE DNA EM AMOSTRAS FECAIS

Para extracdo do DNA fecal foram utilizados 2 amostras de 200 mg
de cada individuo em cada um dos periodos determinados (Esquema 1), totalizando
350 amostras.

Todas as extragOes foram efetuadas com uso do mini Kit QlAamp®
DNA Stool (Qiagen, Califérnia, USA), conforme instru¢cdes do fabricante. Apds a
adicao do tampéo de lise ASL (Qiagen, Califérnia, USA) a amostra, foi adicionado 10
uL de uma cultura de Bacillus thuringiensis linhagem 407 (4,3 x 10* UFC/10 uL), cujo
DNA foi utilizado como normalizador ou endégeno na andalise de gPCR. A
temperatura de lise aplicada foi 95°C/ 5 min. por se tratar de microrganismos Gram
positivos. Apoés eluicdo em 200 uL de Tampéo AE (Qiagen, Califérnia, USA) o DNA
foi mantido a -20°C até o momento de uso.
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2.7 OLIGONUCLEOTIDEOS

Foram utilizados iniciadores LPrecAF e LPrecAR com 23 e 18 pb
especificos para L. plantarum (COSTA, et al., 2011). Adicionalmente, a regido do
gene recA de L. plantarum utilizada para desenho dos iniciadores foi utilizada para
selecdo de uma sonda. Novos iniciadores e sondas com base em sequéncias
nucleotidicas do gene plcR de B. thuringiensis disponiveis no banco de dados NCBI
e uso do programa Primer Express 4.0 (Applied Biosystems, California, USA) foram
selecionadas. Todos iniciadores e sondas foram sintetizados pela Applied
Biosystems (S&o Paulo, Brasil). Para discriminacdo de B. thuringiensis foram
selecionados duas sequéncias com 23 pares de bases, BTpIcRF:
TTTGTCCAATTTTTGAGCATGAA e BTplcRR: GTGCTTTCGTTACATTCGGTCTT.
As sondas AATGGGTGACGCACACGTTG com 20 pb marcada com FAM na
extremidade 5 e MGB (Minoor Groove Binder)® na extremidade 3' e
AGCTTCTGTTGATAAAGGA com 19 pb marcada com VIC na extremidade 5' e
MGB® na extremidade 3', conforme a tecnologia TagMan® (Applied Biosystems, S&o
Paulo, Brasil) intercalando os iniciadores de L. plantarum e B. thuriginensis,

respectivamente.

2.8 CURVAS DE CALIBRACAO E AVALIACAO DA EFICIENCIA DO SISTEMA

Para obtencédo dos padrdes de calibracdo e avaliacdo da eficiéncia
do sistema gPCR, as linhagens de L. plantarum Lpll5 e B. thuringiensis - 407,
foram diluidas serialmente em agua peptonada tamponada 0,1% (p/v) (Oxoid,
Cambridge, UK) e plaqueadas em agar MRS/48h e LB/12h respectivamente. As
contagens bacterianas foram determinadas em UFC/mL.

A curva padrdo baseada em UFC/reacao foi obtida a partir do DNA
gendmico extraido das diluicdes em série (item 2.5) e foram utilizados em reacdes
de PCR quantitativo. Os valores de Ct foram plotados em funcdo de UFC/reacao
para cada uma das bactérias em analise (alvo e normalizador).

Para obtencdo da curva padrdo considerando o numero de copias
do gene bacteriano, partiu-se de amostras de DNA com concentragdo =100 ng/uL,

foram feitas diluicdes seriadas de razéo 10, variando de 10® a 1 cépia. A massa de
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DNA genbmico presente em cada diluicdo foi estimada com base no tamanho do
genoma e seu peso molecular.

A determinacdo da massa de 1 cépia de cada genoma foi obtida
conforme um dos modelos da equacao abaixo, sabendo-se que L. plantarum e B.

thuringiensis tém genomas com 3,2x10° pb e 5,2><10° pb respectivamente.

1_|,nq:]i a6l g ou 3,2 108 moléculas ——— X(g)
. g
6,02 x 1023 moléeulas (ph) il

m= n(ph) x
6.02 x 10* moléculas ——— 660 g

p
m= 3,2%100pk" x 660 g

211 x 10° |11cr]§ﬁltias xg

6,02 x 10 moléculas (pb) -
m f.02 x 103 |n01§~;ﬂ1as

m= 32x10% x 1096x10Mg
m= 3,506% 101 g OU 3,506 femtogramas

m= 3,306% 10 g OU 3,506 femiogramas

Onde: N° Avogadro = 6,02>10%® moléculas, n = N° pb do genoma,

660 g/mol = valor estimado de um mol de pb, m= massa (g).

A eficiéncia de amplificacdo (E) e coeficiente de correlacdo (R?)
foram determinados a partir inclinacdo da reta (slope) oriunda das curvas padrées. O
valor de E foi calculado pela equacéo: E (%) = [10¢Y5°P®)] x100 (PFAFFL, 2001),
utilizando uma série de diluicbes do DNA alvo e DNA do normalizador, com base em
namero de coépias do gene da bactéria, bem como em diluicdes das culturas
bacterianas (UFC).

2.9 CoNDICOES DE REAGAO PCR EM TEMPO REAL (QPCR)

Foram utilizados iniciadores e sondas para deteccédo do gene alvo e
enddgeno. A reacado foi composta por 12,5 uL de TagMan® universal PCR master
mix (Applied Biosystem/Roche, New Jersey, USA); 0,4 umol de iniciadores BTpIcR,;
0,6 umol de iniciadores; 0,25 umol de cada sonda; 1,0 uL de soro albumina bovina a
2,5 ug/uL (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil); 5 uL de DNA e agua ultrapura (Teuto,
Goias, Brasil) g.s.p. 25 pL volume final.

As reacdes qPCR foram conduzidas em aparelho ABI PRISM® 7300

Sequence detection system (Applied Biosystem, Califérnia, USA) com uso de
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microplacas de PCR com 96 pocos (Axygen, Califérnia, USA). O programa de
amplificacdo consistiu de 50°C/2 minutos, 95°C/10 minutos, 40 ciclos de 95°C /15
segundos e 60°C /1 minuto. Em todas as reac¢oes foram utilizadas como controles
positivo amostras de DNA de L. plantarum e B. thuringiensis e como controle

negativo agua ultra pura. Todas as reac0es foram realizadas em duplicata.

2.10 QUANTIFICACAO DE DADOS - QPCR

O meétodo escolhido para analise quantitativa foi baseado na
eficiéncia do sistema de amplificacdo qPCR, tanto para o gene alvo como para o
gene normalizador. Para quantificacdo da bactéria alvo foi utilizado o método de
quantificacdo relativa, utilizando quantidade conhecida de DNA de B. thuringiensis
como normalizador, bem como um calibrador. Todos os tempos de analise
(tratamentos) sdo calibrados ou relacionados a um experimento onde ndo houve
tratamento, ou seja, o tempo zero.

A quantificacao relativa (RQ) foi obtida a partir de curvas padrdo com
diluicbes seriadas do DNA das bactérias alvo e normalizador, bem como pela
férmula (PFAFFL, 2001):

E ACT alvo

QR =

E ACT normalizador

Sabendo-se que: ACT alvo = [(CT calibrador) - (CT alvo)]

ACT normalizador = [(CT calibrador) - (CT normalizador)]

2.11 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a quantificacdo relativa baseado no nimero de coépias
do genoma de L. plantarum/g fezes ou UFC/g fezes, os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia com os dados transformados em Logip (X) para
adequar os pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias, a fim de

avaliar a diferenca entre as quantificacdes de acordo com os periodos de consumo
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(0, 15, 30, 45, 60 e 90 dias) e pos consumo (+15 e +45 dias). Utilizou-se o teste de
Student-Newman-Keuls para comparacfes de médias quando o teste F da analise
de variancia foi significativo para o nivel de significancia de 5%.

A comparacdo entre os métodos quantificacdo relativa por férmula
(ACt), além de analise de dados com base em UFC/g fezes e N° cépias do gene/g
fezes, foi avaliada através da correlacdo de Pearson para os dados transformados
em Logio (X) para adequacdo do pressuposto de normalidade. As analises foram
realizadas no programa Medcalc v.11.6 (Medcalc Software, Mariakerke, Bélgica).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL E SUJEITOS DA PESQUISA

Este trabalho envolveu 61 voluntarios adultos saudaveis de ambos
0S sexos, cujas faixas etarias compreenderam 49.13 % de individuos com idades
entre 17 - 25 anos, 33.33% com idades entre 26 - 35 anos, 10.53% entre 36 - 50
anos e 7.01% de individuos com idade superior a 50 anos. Nao foram inseridas
nenhuma modificacdo ou restricdo na dieta dos individuos, apenas a introducéao de
uma dose diaria de um leite fermentado contendo L. plantarum Lp115 e orientado
para a nao utilizagdo de antibidticos durante a vigéncia da pesquisa ou a
comunicacao do uso dos mesmos aos coordenadores deste projeto.

Muitos efeitos benéficos s&o atribuidos a culturas bacterianas
probioticas, entretanto, a grande maioria dos estudos tem sido baseados em
populacdes humanas debilitadas, enquanto que a avaliagdo da manutencéo destes
microrganismos ou seus beneficios em popula¢gdes saudaveis ainda € muito limitada
(SAARELA, et al.; 2000; de VRESE, et al., 2006; LEYER, et al., 2009).

Embora se saiba que a microbiota intestinal ao longo da vida adulta
seja relativamente estavel e varie de acordo com os habitos e habitat a que cada
individuo esta exposto (ISOLAURI, et al.,, 2004; TIHONEN, et al., 2010), a
importancia da persisténcia destes microrganismos no TGI é questionada, uma vez
gue a microbiota al6ctone também pode melhorar e aumentar as funcdes benéficas
no TGI e por consequéncia, no hospedeiro (SAARELA, et al., 2000). A abordagem
nesta investigagdo foi justamente avaliar o comportamento do Lactobacillus
plantarum Lpll5 e sua permanéncia na microbiota fecal de uma populacdo adulta
saudavel durante e apds o consumo de um leite fermentado contendo este

microrganismo.

3.2 ESPECIFICIDADE DOS OLIGONUCLEOTIDEOS

A especificidade dos iniciadores foi avaliada em reacdes de PCR
convencional e em tempo real. Em ambos os sistemas, ocorre amplificacdo tanto
para o gene alvo como para o gene normalizador apenas quando ha a presenca do

DNA de L. plantarum Lp115 e/ou B. thuringiensis - Bt407, na PCR. Isso fica muito
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claramente evidenciado quando utilizamos na reacdo, DNAs oriundos de amostras
fecais de um individuo controle, sem tratamento ou sem adicdo do DNA
normalizador (Bt407) e observamos auséncia de sinal para ambos os genes.
Adicionalmente, a especificidade dos iniciadores para o gene recA aqui relacionado
ao lactobacilo Lpl15, foi confirmada em um trabalho recentemente publicado
(COSTA, et al., 2011).

A opcéo pelo sistema TagMan® nos permite maior especificidade e
reprodutibilidade (WITTWER, et al., 1997; KUBISTA, et al., 2006; HOFSTATTER, et
al., 2010) e permite a quantificacdo do gene alvo e normalizador numa mesma
reacao. Além disso, o uso de sondas com o fluoréforo quencher MGB (Minor Groove
Binding), permite aumentar a temperatura de "melting' da sonda sem aumentar seu
tamanho. Isso aumenta a especificidade e sensibilidade do método (HAARMAN;
KNOL, 2006).

3.3 EFICIENCIA DO SISTEMA DE AMPLIFICACAO QPCR

As eficiéncias dos sistemas de amplificacdo foram de 99 e 98% para
0Ss genes recA e plcR respectivamente, com utilizacdo de diluices seriadas com
base em quantidade de cépias do gene. Além disso, foram obtidas eficiéncias de 80
e 86% para os genes recA eplcR a partir de diluicdes seriadas das culturas Lp115 e
Bt407, respectivamente (Fig.1). Os coeficientes de correlacdo (R?) em todas as
eficiéncias sédo superiores a 0,98 indicando o nivel de correlacdo entre os valores de
Ct e o Log do N° de cépias ou Ct e Logip de UFC/ reacéo.

Em quaisquer dos modelos usados (N° de cépias ou UFC) e para
ambos os genes, observou-se valores de inclinacdo da reta entre -3,33 a -3,94. A
inclinacdo da reta permite estimar os valores das eficiéncias de amplificacdo da
PCR, um valor de -3,32 indica uma eficiéncia de amplificagdo tedrica de 100%
(GINZINGER, 2002). Também, é desejado que eficiéncias tanto do gene alvo como
do normalizador sejam proximas (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; LU, et al., 2010) e
isso ocorre nos dois sistemas. As diferencas entre gene alvo e endégeno quando se
utiliza curvas padrdo baseado em quantidade cépias dos genes ou quantidade de
UFC é de 1 e 6% respectivamente, indicando que os sistemas estdo adequados.
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Figura 1 — Determinacdo das eficiéncias do sistema multiplex para o gene alvo
(recA) e para o gene alvo (recA) e para o gene normalizador (pIcR). As
amostras do DNA gendmico de L. plantarum (A) e B. thuringiensis (C)
diluidas serialmente, foram detectadas num intervalo de 10.000.000 a
100 copias do genel/reacdo ou amostras de diluicbes das culturas cuja
deteccdo ocorreu para contagens em placa no intervalo de 8 x 10" a 80
UFC de L. plantarum/reacdo (B) e de 3 x 10° a 30 UFC de B.
thuringiensis/reacao (D). Os valores de Ct foram plotados em fungéo do
logaritmo da diluicdo, e eficiéncias calculadas com base na férmula E
(%) — [10 (-llslope)] %100
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A metodologia gqPCR tem sido amplamente aplicada em
quantificacao de probiédticos, tanto em produtos como em estudos clinicos. Em geral
a quantificacdo absoluta com utilizacdo de curvas padrdo dadas em UFC/mL é mais
utilizada (GOPAL, et al., 2003; GUEIMONDE, et al, 2004; FUJFMOTO, et al. 2008;
MATLTASIC, et al., 2010), embora, muitos destes estudos nao utilizem controles
internos (normalizadores) ou ndo apresentem a eficiéncia do sistema gPCR, o0 que
pode levar a obtencédo de dados super ou subestimados.

A adicdo de uma quantidade conhecida de células (4,3x10* UFC/10
uL) de B. thuringiensis ao material fecal como DNA normalizador e deteccdo na
ordem de 10%reacdo, nos permitiu validar a eficiéncia do método, além de

comprovar a alta capacidade de recuperacdo de DNA pelo método de extracdo
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usado. FUJIMOTO e colaboradores (2008) utilizaram o mesmo procedimento e
também demonstraram alta capacidade de recuperacdo de L. casei adicionado a
amostras fecais e avaliados por gPCR. Além disso, a etapa de normalizagédo tem por
base a prevencdo da ocorréncia de falsos positivos ou negativos na reacao. Isso é
altamente recomendado devido a alta sensibilidade da metodologia PCR em tempo
real (HOFSTATTER, et al., 2010)

A otimizacao do sistema qPCR com eficiéncias adequadas para os
sistemas envolvidos, levou a obtencg&o de limites de deteccao para L. plantarum e B.
thuringiensis de 8 x10' UFC/reacdo e 3X10' UFC/reacéo respectivamente, além de

1000 cépias do gene recA e picR.

3.4 DETECGAO QUANTITATIVA DE L. PLANTARUM EM AMOSTRAS FECAIS

Neste estudo foi adotada a quantificacéo relativa por ser um método
gue demonstra quanto do microrganismo probiotico introduzido na dieta € observado
com relacdo ao nivel basal (tempo zero) ao longo de diferentes periodos de ingestao
e apos a interrupcdo do consumo.

O L. plantarum foi detectado nas amostras de todos os individuos
em todos os periodos de ingestdo do probidtico. Para confirmacdo ou exclusdo da
presenca de L. plantarum na populagéo teste, as amostras relativas ao tempo zero
de todos os 61 individuos foram avaliadas, e verificou-se que a deteccédo do alvo
ocorreu em amostras de apenas dois individuos, um indicativo de que em geral o
microrganismo nao faz parte da microbiota fecal desta populacdo. Isso demonstra
também a ndo ocorréncia de reacdo cruzada com outras espécies geneticamente
similares a L. plantarum que possam estar presentes na microbiota fecal autéctone.
Embora L. plantarum ndo seja o lactobacilo mais comumente relatado como
integrante da microbiota fecal humana, a sua ocorréncia é reportada em
investigacbes com abordagens fenotipicas e genotipicas (MOLIN, et al., 1993;
ADLERBERTH, et al., 1996; WANG, et al., 2010; DHANANI, et al., 2011).

A quantificacdo de L. plantarum em amostras do mesmo individuo
ocorreu em niveis muito similares, com baixo coeficiente de variagédo, entretanto,
entre individuos a variacdo € muito ampla. Isso pode ser relacionado as

caracteristicas Unicas de cada voluntario e a sua microbiota é determinada por uma
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interacdo entre fatores genéticos, sua dieta, secrecdo de muco e enzimas digestivas
e o0 peristaltismo intestinal (LEY, et al., 2006).

Na tabela 1 observa-se as médias geométricas obtidas para os seis
grupos de individuos nos diferentes tempos de andlise, para efeito de avaliacdo
estatistica os grupos foram tratados independentemente como prevé o método. Os
dados se referem a quanto do microrganismo alvo é observado em cada grupo, com
relacdo ao tempo zero (Grupo 1) onde ndo houve tratamento. A quantidade maxima
de L. plantarum observada ocorreu aos 15 dias de ingestdo, tanto na analise
baseado em N° de cépias quanto em UFC/g fezes.

Todas as médias obtidas em cada periodo de consumo com relacao
ao tempo zero sdo significativas (P=0,001). A comparagdao entre os tempos de
consumo do probidtico, evidenciam que ha diferenca significativa (P= 0,001) entre as
médias dos grupos 2 e 3 que consumiram o leite fermentado por 15 e 30 dias, entre
0s demais tempos analisados ndo ha diferenca significativa entre grupos (Fig 2 A e
B). Entretanto com a descontinuidade da ingestao, os valores caem bruscamente e
ndo séo significativamente diferentes com relacdo a linha de base (Tab. 1).
Observando os dados da analise gPCR, a deteccdo nos tempos pos consumo para
todos os grupos voltam a faixa de ndo deteccao, similar ao tempo zero.

Outros estudos com abordagens analogas envolvendo Lactobacillus
relatam um comportamento similar para as espécies L. rhamnosus GG, L.
rhamnosus DR20, L. helveticus GCL1001 e L. casei Shirota (SHEEN, et al., 1995;
TANNOCK, et al., 2000; SAITO, et al., 2004; FUJIMOTO, et al., 2008). Os dados
obtidos nesta investigacdo reforcam os argumentos de que probidticos nao
persistem de forma permanente no trato digestivo, quando a ingestéo € interrompida
(SAARELA et al., 2000; HEYMAN; MENARD, 2002).

Muitos autores afirmam que a permanéncia ou colonizacédo do TGl, é
espécie e até linhagem dependente, e que a colonizagdo efetiva ocorre mais
facilmente em neonatos (LANGHENDRIES, et al., 1995; HEYMAN; MENNARD,
2002, ISOLAURI, et al., 2004; HAARMAN; KNOL, 2006), cuja microbiota do TGl
ainda ndo esta completamente formada. J& a microbiota intestinal em adultos
saudaveis parece ser estavel e bem definida no nivel de género e até mesmo de
espécie. No nivel de linhagem, no entanto, uma variagcdo consideravel na
composicdo da microbiota fecal tem sido observada e os componentes da dieta
podem influenciar esta variacdo (ISOLAURI, et al., 2004; SANTOSA, et al.,2006).
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Além disso, diversos outros trabalhos demonstram que para
microrganismos probiéticos, ndo ha necessidade de colonizacdo para ocorréncia de
efeitos benéficos, a persisténcia temporaria como microbiota aléctone por si s6 pode
promover efeitos benéficos a saude (SAARELA, 2000, ISOLAURI, et al., 2004 ).

Os resultados evidenciam que o aumento do periodo de ingestdo do
L. plantarum, ndo aumentou 0s seus niveis de deteccdo na microbiota fecal. Nas
duas abordagens, uma tendéncia geral observada foi de um maior nivel de deteccao
de L. plantarum nas fezes com menor tempo de ingestdo, exceto no grupo que
consumiu o probiotico durante 30 dias com relacdo aos demais tempos de consumo
(Fig 2 A e B) . Considerando que tanto o gene alvo como o normalizador sdo cépia
Gnica no genoma do microrganismo, a relagcdo de similaridade entre as duas

quantificacdes é coerente.

Tabela 1 — Médias geométricas da quantificacdo relativa ACT transformados em
massa de amostra fecal (g) dos seis grupos de individuos, durante
diferentes tempos de ingestao e apds ingestdo de L. plantarum

Tempo de o Meédia geometrica Meédia
Grupos  consumo , \ _dE *(IN° copias do geométrica
(dias) individuos gene/g fezes) F(UFC/g fezes)
1 0 4 200 200
15 7 41.720 34 820
2 +15 7 104 106
+45 7 58 89
30 14 2874 2.610
G3 +15 14 256 254
+45 14 196 193
45 5 24 080 20.168
G4 +15 5 254 253
+45 5 175 175
a0 11 11.746 10.134
G5 +15 11 224 223
+45 11 182 183
90 20 8834 7648

+15 20 99 100
+45 20 110 111
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Figura 2 — Gréfico com valores médios da quantificacdo relativa ao tempo zero: (A)
baseado em eficiéncias curva padrdo com N° de cOpias do gene recA/g
fezes (B) baseado em curva padrao em UFC/g fezes nos periodos de
consumo: 15, 30, 45, 60 e 90 dias seguido pelos seus respectivos
tempos pos consumo +15 e +45 dias. A quantificacdo € dada em médias
e relacionada ao tempo zero. *, Representam as médias com diferenca
significativa (P= 0,001) com relacdo ao tempo zero. #, Representam as
médias com diferenca significativa entre si. As barras representam erro
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de colonizacdo do TGI ndo pode ser comprovada via microbiota fecal. A amostra
fecal é o material mais facilmente disponivel para investigacdo da microbiota
intestinal, embora se questione o qudo bem os microrganismos fecais representem
esta populacdo, uma vez que a microbiota varia ao longo de todo TGI (ISOLAURI, et
al., 2004). E evidente que para informacdes mais precisas sobre a microbiota do
TGIl, as amostras adequadas deveriam ser tomadas durante endoscopias ou
processos cirdrgicos, 0 que torna o acesso bastante invasivo e, portanto,
desaconselhado e pouco utilizado em pesquisas. Além disso, a falta de informacdes
sobre os efeitos de anestésicos e produtos de assepsia utilizados nestes
procedimentos podem comprometer a investigacdo (ISOLAURI, et al., 2004; LEY, et
al., 2006).

Por outro lado, a colonizacdo do TGl é fortemente associada a
capacidade de adesdo a mucosa intestinal e adesinas especificas sdo comumente
relatadas para L. plantarum (SANCHEZ, et al., 2008). A capacidade de adesédo a
receptores especificos presentes na mucosa intestinal, como adesinas manose
especificas (Msa) (ADLERBERTH, et al., 1996; PRETZER, et al., 2005) ou a
componentes epiteliais como mucinas do célon humano sdo atribuidas a linhagens
de L. planarum (KINOSHITA, et al., 2008; ANDERSON, et al., 2010).

Daniel e colaboradores (2006), utilizaram a linhagem L. plantarum
Lp11l5 em uma investigacdo relacionada a seguranca e funcionalidade da linhagem
em modelo animal e in vitro. Os autores observaram que a linhagem apresentou
perfil de seguranca adequado e alto nivel de sobrevivéncia as condi¢cbes do TGI. A
administrac&o intra gastrica de 10'® UFC da linhagem Lp115, levou & recuperacéo
10 UFC/100 mg de fezes, durante o periodo de consumo, além disso, o
microrganismo foi recuperado em até 13 dias apos interrupcdo do tratamento na
ordem de 10° - 10°> UFC/100 mg de fezes.

Nesta investigacdo, para andalise de dados qPCR, foram utilizados
diferentes abordagens e observou-se que independente do método, tanto a
quantificacdo absoluta ou relativa com curvas ou formulas ha uma memsma
tendéncia. A amplitude numérica dos dados e a variabilidade inerente ao método
mudam, mas os dados nos conduzem a mesma conclusao bioldgica.

Uma avaliacdo dos dados correlacionando o comportamento da
espécie L. plantarum ao sexo da populacdo envolvida ndo demonstrou distincdo de

comportamento entre grupos (dados ndo mostrados). SGHIR e colaboradores,
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(2000) investigaram a estrutura populacional dos grupos filogenéticos predominantes
na microbiota fecal humana de adultos saudaveis e concluiram que ndo ha

diferencas marcantes entre homens e mulheres.

3.5 QUANTIFICAGAO COM BASE EM NUMERO DE COPIAS DO GENE ALVO OU CONTAGEM

(UFC) DA BACTERIA ALVO

As correlagfes entre os dois métodos de andlise permitem afirmar
que ambas as abordagens podem ser utilizadas com alto grau de correlagdo para
quantificacdo relativa. A relacdo entre as duas formas de analise, tanto durante o
consumo (Fig. 3A) como para o pés consumo (Fig. 3B e C) apresentam 0 mesmo
padrdo de comportamento, ou seja uma correlacéo positiva (= 1,00 com valor de p <
0,0001)



124

Figura 3 — CorrelagBes entre as quantidades de L. plantarum, obtidas por dados em
N° de copias do gene alvo/g fezes x UFC de L. plantarum/g fezes. (A)
durante o periodo de consumo, (B) 15 dias apds a interrupcdo do
consumo e, (C) 45 dias apoOs a interrupcdo do consumo de leite
fermentado contendo a linhagem Lp115
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A abordagem pelo método de quantificacdo relativa pela formula
(ACT) com eficiéncias obtidas através de curvas padrdo baseado em nuamero de
cOpias do gene recreacdo ou UFC/reagdo, mostraram 0 mesmo comportamento.
Embora a extracdo de DNA da cultura e determinacdo da contagem microbiana
possam introduzir fontes de erros na analise, isso ndo foi observado nos dados
obtidos.
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4 CONCLUSAO

O método gPCR utilizado neste estudo foi eficiente, seletivo e
apresentou alta reprodutibilidade na quantificagdo de L. plantarum em amostras
fecais humanas. A comparacdo da analise de dados com base em N° de cépias do
gene alvo e UFC da bactéria, evidenciou coeréncia entre as abordagens. Isto
resultou do desenvolvimento de iniciadores e sondas adequados, do uso de
normalizador, bem como da otimizacao do sistema gPCR e da analise de dados com
0 uso de ferramentas estatisticas coerentes com os objetivos propostos.

A introducdo de espécies ou linhagens bacterianas potencialmente
benéficas, na dieta alimentar e a avaliacdo dos seus efeitos é o caminho mais
adequado para confirmagcdo de alegacdes funcionais. Os dados deste trabalho
demonstraram a ocorréncia de L. Plantarum Lpl115 na microbiota fecal durante o
periodo de consumo do leite fermentado. Entretanto, a deteccdo em amostra fecal
ndo é suficiente para demonstrar a ocorréncia de colonizagéo.

Apesar disso, a ingestdo de L. plantarum Lpll5 e sua presenca
como microbiota aléctone, pode ser suficiente para alterar o balangco microbiano no
TGl favorecendo o aumento de microrganismos benéficos em detrimento de
espécies patogénicas. Estudos complementares permitirdo demonstrar os efeitos de
L. plantarum Lpll5 no hospedeiro, bem como a sua importancia como

microrganismo probidtico.
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CONCLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS

Neste estudo, o uso em conjunto de ferramentas moleculares como
bioinformética, PCR convencional e em tempo real, propiciou a discriminacdo da
espécie L. plantarum de espécies filogeneticamente relacionadas, tanto em
amostras de alimentos como em amostras fecais humanas.

» O estudo das relagbes filogenéticas in silico de BAL e
enterobactérias com base no gene recA, evidenciou grupos distintos entre estes
microrganismos, discriminando grupos de BAL estreitamente relacionadas, entre
eles as espécies L. plantarum, L. paraplantarum e L. pentosus;

» A selecdo de iniciadores espécie-especificos possibilitou a
deteccdo exclusiva da espécie L. plantarum, diferenciando-o de espécies
relacionadas comuns em alimentos;

> Os niveis de deteccéo da espécie, na reacdo foram de 1 x 10°
UFC/mL para amostras de alimentos, e 7 x 10 UFC/mL em meio de cultura,

» O leite fermentado produzido com L. plantarum Lp1l15
apresentou alta viabilidade do lactobacilo, e se manteve estavel microbiologica e
fisico-quimicamente, durante 90 dias armazenado sob refrigeracdo (£10 °C);

» O L. plantarum foi detectado e quantificado na microbiota fecal
de todos os individuos durante todo o periodo de consumo do leite fermentado;
sendo que o nivel maximo de deteccéo esteve na ordem de 10* UFC/g fezes.

Os resultados apresentados evidenciam a potencialidade do uso de
ferramentas moleculares para estudos de probidticos e suas interacbes com a
microbiota intestinal. e podem ser utilizados para o monitoramento de L. plantarum
em alimentos ou amostras complexas como o TGl humano ou animal.

Além disso, embora o microrganismo nao tenha sido observado na
microbiota fecal apds interrupcdo da dieta, a sua presenca no TGI como microbiota
aléctone pode alterar o balangco microbiano, o que pode favorecer o aumento de
microrganismos benéficos em detrimento de patégenos. O material utilizado nesta

investigacdo pode ser utilizado em futuros estudos com este foco.
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Abstract Lactic acid bacteria (LAB) include species very
closely related both physiologically and genotypically.
Therefore, the identification of this bacteria group using
conventional phenotypic methods is ambiguous and cum-
bersome. In this study, we have analyzed a recA gene frag-
ment from 30 bacteria, including LAB and species common
in the human gastrointestinal tract, aiming to evaluate the
gene conservition among them and the development of
primers and PCR conditions able to discriminate [actoba-
clllus plantarum strains from LAB closely related. The
fragment with 995bp of recA gene has grouped LAB,
enterobacteria and bifidobacteria. in different clusters. A
novel primer pair, LPrecAF and LPrecAR with 23 and
18 bp, respectively, has allowed the single amplification of
a 108 bp fragment of L. plantarum strains contained in cul-
ture broth and fermented dairy samples. The observed
detection limit for food samples and for cultures broth
were | x 10° and 7 x 107 CFU mL-", respectively. This
approach proved to be a simple and efficient method for the
identification and monitoring of L plantarum in food,
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feeds, and culture broth. Moreover, the assay could be used
in the studies from human or environmental microbjota.

Keywords PCR assay - LAB - RecA - Food sample -
Neighbor-joining model

Introduction

Lactic acid bacteria (LAB), especially those from the genus
Lactobacillus, include species that are very closely related.
Many of these species have probiotic characteristics and,
therefore, have many applications in the food and feed
industry.

Probiotics such as those from Lactobacillus and Bifido-
bacterium genera are often related to beneficial eflects on
the health of the host [1, 2]. The use of thess microorgan-
isms in food or drugs has rapidly grown. The market of pro-
biotics, whose sales have reached approximately US § 15
billion in 2007, is expected to exceed US § 19.6 billion, in
2013 [3]. Simultaneously, the increase in the safety criteria
for products requires precise identification of the microor-
ganisms and the monitoring of their effects on the host.

Lactobacillus plantarum is an important probiotic non-
“starter” (NSLARB), and it was the first Lactobacillus that
had its entire genome sequenced [4, 5]. Recent studies have
attributed to L. plantaram the abilities to modulate the
immune system [6], reduce the risk of cardiovascular dis-
ease [7], alleviate intestinal disorders [B], lower LDL cho-
lesterol [9], produce folate [10], and participate in many
fermentation processes important for the food industry [11].

Currently, models for the studies of probiotic therapy are
based on the ability of these organisms to survive and colo-
nize in the host. acting as regulators and health promoters. In
this way, the identification, monitoring, and quantification of
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the probiotic microorganisms in food, as well as in the gas-
trointestinal tract or other habitats, contribute substantially
to the understanding of the phenomena related to the inter-
actions among these organisms.

However, the identification of the lactobacilli is gener-
ally based on the colony morphology and biochemical tests
involving the ability of these microorganisms to metabolize
sugars and to produce organic acids. Consequently, the spe-
cific recognition among species by the genetic similarities
is difficult because the bacteria with intermediate character-
istics are non-differentiated or even incorrectly character-
ized. Furthesmore, studies emphasize that the classification
of lactobacilli does not reflect the accurate phylogenetic
relationships between different species and strains [12].

Nevertheless, in recent decades, genetic and chemotaxo-
nomic approaches have been used successfully in the clas-
sification and identification of this bacteria group [8, 13,
14]. The use of molecular markers basad on the amplifica-
tion of specific regions of the genome by polymerase chain
reaction (PCR) has widely been used for the identification
of the Lactobacillus. Additionally, the use of bioinformat-
ics tools along with access to available databases in the
GenBank/NCBI (National Center for Biotechnology Infor-
mation) has boosted research, aiming at the development of
strategies for identifying target species. The use of these
technologies allows the comprehension of phenomena
related to the mnteractions among the organisms and the
environment in which they inhabit [15-18].

In this study, we analyzed the nucleotides sequence from
the recA gene of the LAB, bifidobacteria, and enteric bacte-
ria, aiming to evaluate the gene conservation among these
species. We designed specific primers that, under optimized
PCR conditions, could discriminate L planfarum strains
from others taxonomically similar to LAB and also from
entéric bacteria This methodology was also used for the
identification and detection of the targel specie in fer-
mented milk products and the supplements to the animal
feed.

Mater lals and methods
Sequences reference alignments and phylogenetic study

All micleotide sequences are available from GenBank on
July 22, 2009. The alignments and comparison were per-
formed with MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) software version 4.0 [19] using the Clustal W
multiple alignment algorithm. Phylogenetic tree was con-
structed by the neighbor-joining method based in the Nei's
distances [20]. The percentage of bootstrap confidence
levels for the internal branches, as defined by the MEGA
program, was calculated from 1,000 random replications.

€) Springer

Table | Bacterial strains aoalyzed to study the conservation of the
recA pene and the respective acoess oumbers on the GenBank/NCBI

Bacterial strains GeneBaok access no.
L acidophilas NCFM NC_006814.3
L. acidophilas ATCC 4796 NZ_ACHNO1000047.1
L brevis ATCC 367 NC_008407.1
L casei BL23 NC_D10999.1
L. casel ATCC 3347 CPOO0423. 1
L. delbraeckii subsp. bulgaricas NC_008054.1
ATCC 118427
L delbrueckil subsp. bulgaricus BAA36S ~ NC_008520.1
L fermentum IFO 3956 NC_010610.1
L. gasseri ATCC 333237 NC_008530.1
L helveticas CNRZ32 DQ826134.1
L johasonii NCC 533 NC_005362
L paracasei subsp. paracasei NCFB 1517  AJE21664.1
L. paraplantarum LMG 166737 AJE21662.1
L planiaram IDM1 NC_012084.1
L. plantarum WCFS1 NC_004567.1
L. plamarum subsp. plamtaram AJG21668.1
ATCC 140177
L pi subsp. arg i1 AJ640079.1
DEm2T
L pl subsp. arg is A7 AJE40080.1
L peatosus LMG 107557 AJE21686.1
L rhamaosus ATCC 53103 FM179322.1
B. animalis subsp. lacris DSM 101407 NC_D12815.1
B. animalis suhsp. lactis ADO11 NC_011835.1
E. coli VO00328.1
E. coli X55552.1
E. foecalis V383 NC_004668.1
§. salivarias subsp. the rmophil NC_006448.1
LMG 18311
. salivarias subsp. the rmophilas LMDO AJT78527.1
5. enwrica suhsp. enterica serovar NC_006905.1
Choleraesuis
S. enterica subsp, enferica serovas NC_011204 1
Enteritidis P125109
B. tharingienasis NC_008600.1

The sequences of the recA gene from thirty bacteria
strains were evaluated. Twenly-nine complete sequences
and one partial sequence (Table 1) were recovered from the
GenBank database and used for the phylogenetic analysis
and primer design.

Primer design

Primers were selected from a recA gene region conserved
among all L plantaram complele sequences recovered
from the GenBank database. Primers were designed using

the software package Primer Express 4.0 (Applied Biosystems,
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Fig. 1 The phylogeaatic tree
consensas constructed from the
comparisons of recA gene
saquence, demonstrating the
relationship of Lactobacillas
plansarum w0 other closely
related species. The tree was

4 with the neighb
joining method and the Clustal
W algorithm. Genatic distancas
were computed using Nei's
coefficient. Bootstrp values
based cn 1,000 replicates are
provided at branch nodes. The
B. tharingiensis sequence was
hclldﬂilsmulgmup
sequence. The scale bar repre-
sents 10% sequence divergence
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the species of lactobacilli. Huang and colleagues [26]
observed a similar pattern of clustering for the L. plantaram
group using the dnak gene: nevertheless, based on 1685
(RNA, there were no differences in the subspecies level.

In fact, the 168 rRNA gene is not suitable for definitive
differentiation of the Lactobacillus group due to sequence
similarities of up to 99% among some species [14, 26]. On
the other hand, the use of the recA gene provided resolution
for the differentiation of these species, as our data show.

Within each group (B, C, and D), the species are phylo-
genetically closely related It was observed thal the
branches with strains of same species have bootstrap values
of 09-100%, as expected for a gene with high conservation
pattems. The exception was seen in cluster C in which

distinct species such as L paracasei NCFB 1517 and
L. casei ATCC 3347 were allocated in the same branch
with a bootstrap value of T4%. This inconsistency may be
altributed to the incomplete sequence of the recA gene used
for the L paracasei species. Furthermore, several esearchers
argue that there is reasonable evidence for the reclassifica-
tion of the L. casel ATCC 3347 strain as well as the detach-
ment of the high similarity of the L. paracasei NCFB 1517
and the L casei species [22, 28]. Besides, the results of
Felis et al. [29] did not differ phylogenetically this group.
Bifidobacteria and enteric bacteria were allocated in
cluster II, which consisted in two different groups with
common origin and a bootstrap value of 67%. These clas-
ses, Bifidobacteriaceae and Enterobacteraceae, are often
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Fig. 1 Electrophomsis of the
PCR product with 108 bploa
2% agarose gel obtained from 19
bacteral stmins cultures

(a) whose identifications are
showa in Table 2 and from food
samples (b) § Supplement to the
animal feed, M Fermented milk,
with the L plastarum Lpl 15
strain, K Kefir, K+Lp Kefir add-
od o L planraram Lpl 15,

¥ Yogurt, MRS MRS broth cul-
ture of L. plantarsm Lpl15,

W Water negative control, and
L 100 bp DNA Ladder

100 bp

observed a detection limit ranging from 10' 0 10°
CFUmL-! of the E coli in dairy products. Neverthe less,
the detection levels in whey powder were higher (>10° and
10* CFU mL~"). The authors have argued that the whey
components caused inhibition of cell lysis and/or deficient
DNA recovery. On the other hand, we did not observe this
difficulty in the analysis of supplement to the animal feed,
which contains whey powder.

In this study, the animal feed supplement composed of a
fermented whey powder has been analyzed by means of the
boiling method. The detection limit of the L plantarum in
that supplement was | % 10° CFU g~' (Data not shown).
Additionally, the resuls obtained for dairy products
showed the same detection limit. These results are in agree-
ment with other authors [37, 38] whose, by means of con-
ventional PCR, have reported the detection limit at the
range of 10°-10* CFU mL~" to LAB. in culture broth and
dairy products.

When DN A from a culture broth was submitted to serial
dilutions, the detection limit was 7 % 10 CFU mL~', based
on a culture with 7 % 10" CFU mL-! (Fig. 4). This is a
clear indication that the reaction can occur even in very
small amounts of target DNA, In addition, the amplification
of the same fragment was obtained using S00-0.005 ng of
DNA in the reaction (data not shown),

400 bp

100 bp

Fig. 4 Electrophoresis in a 2% agarcse gel of the selected PCR prod-
ucts with 108 bp, from the DNA of the L plaatarum—LP115 with the
PCR detection lirits obtained by serial dilutions to be in the moge of

7% 1007 x 10" CFU mL~", L 100 bp DNA Lader

Conclusions

The combination of bioinformatics and molecular tools
allowed the molecular identification of L plantarum and its
differentistion from closely related species such as L para-
plantarum and L pentosus. Additionally, the developed
primer set resulted in a simple, rapid, and highly sensitive
method for the identification and monitoring of L. planta-
rum in food samples, since low detection limits were
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ANEXO B

Formulario 1a

o Umiﬁmidndﬂ .
Estadual de Londrina

| FORMULARIO DE CADASTRO DE PROJETOS VINCULADOS AOS CURS0S DE POS-GRADUACAO DA UEL |

PRO-REITORIA DE PE SQUISAE PO S—GR—":.DU.—'LC.—E.D /DIRETORIA DE PESQUISA
| DIVISAOQ DE CADASTRO E ACOMPANHAMENTO/SETOR DE CADASTRO E ACOMPANHAMENTO |

TITULO INICIAL: “Marcadores moleculares para monitoramento da colonizacio de
microrganismos probidticos “in vive” e avaliagdo da transferéncia de resisténcia a
antibidticos”.

| CLASSIFICACAO DO PROJETO CONFORME TABELA DE AREAS DO CNPq |

AREA: Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (5.07.00.00-6)
SUB-AREA: Ciéncia de Alimentos (5.07.01.00-2)
ESPECTAIIDADE (SE HOUVEER]):

| PALAVRAS CHAVE (INDICAR NO MAXIMO SEIS)

1. Probioticos 2. B lactis
3. Bactéria Lactica 4. PCE em tempo real
5. L. plantarum 6. Genes de resisténcia

| ASSINALAR O TIPO DE PESQUISA

MESTRADO [] DOUTORADO [H] CLASSIFICACAO: BASICA [] OU APLICADA[R]
APLICADA PODENDO GERAR: 1) DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO[]  2) BIOTECNOLOGIA K]
3) NOVOS MATERLAIS [] 4) QUIMICA FINA [J

NOME DO ORIENTADOR: Lucia Helena Silva Miglioranza
CENTRODEPARTAMENTO: Centro de Ciéncizs Apranas’ Depto. de Cisncias e Tecnologia de Alimentos
NOME DO ORIENTANDO: Giselle Aparecida Nobre Costa

DATADE APROVAC AD PELA COMISSAO COORD. DO CURSO f / . Assinatura;
DATA DE IMICIC: 06 / 08 / 2007 DATA DE TERMINO PREVISTO: 12/ 07/ 2011

BESUMO DO PROJETO
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RESUMO DO PROJETO (Em Lingua Portuguesa, nos moldes de publicacdo em Congressos)

A literatura cientifica relata muitos estudos tratando do beneficio de
microrganismos probidticos sobre o organismo humano e animal, entretanto,
informacdes a respeito do numero de células que efetivamente colonizam e trazem
efeitos benéficos ao hospedeiro ainda sédo escassas na literatura. Além disso, ndo se
tem até o momento, nenhum estudo avaliando o tempo necessario de administracao
de probidticos para que estas bactérias colonizem o intestino hospedeiro
promovendo efeito de homeostase. E desejavel ainda que as bactérias probioticas
exibam tolerancia as substancias antimicrobianas usadas na pratica clinica, porém,
nado devem ser capazes de transmitir tal resisténcia a outras bactérias. Por esta
razdo, o perfil de seguranca de uma linhagem probidtica potencial € de importancia
critica no processo de selecdo. Assim, faz-se necessario a determinacdo da
resisténcia de linhagens as classes comuns de antibidticos, e da confirmacéo
subsequente do tipo de resisténcia atribuido a elas. Deste modo, esse trabalho tem
como objetivos, avaliar a capacidade de colonizagédo e o periodo de implantacéo de
linhagens de bactérias potencialmente probidticas no trato gastrointestinal, por
deteccdo e enumeracdo destas bactérias em fezes humanas por PCR em tempo
real e investigar a resisténcia de linhagens probidticas a antibidticos visando a
determinacao da resisténcia intrinseca e/ou adquirida, quando pertinente.




Formulirio 1b

A
Pro-Reitoria de Pesguisa e Pas-Graduacio
PROPPG

Na gualidade de docente/pesquisador nio pertencente i Area da Saide e tendo tomado
conhecimento do documento sobre a criagio, regulamentacio e funcionamento do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP/UEL) constante da Instrugio de Servigo CPG — 005/03, encaminho a essa Pro-Reitoria
de Pesquisa e Pos-Graduvagio, o presente Termo de Opgio de Trimite, devidamente preenchido e
assinado.
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TERMO DE OPCAQ DE TRAMITE DE PROJETO JUNTO AO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS NA UEL — (CEP/UEL)

Através do presente Termo de Opcdo, declaro, para os devidos fins, ter conhecimento das
informagdes sobre o Comité de Ftica em Pesquisa envelvendo Seres Humanos (CEP/UEL), das
Besolugies CNS 196/96, CEPE no. 63, 86 ¢ 87/2003 e também da importincia do Parecer do CEP
sobre meu projeto, de confermidade com a Instrucdo de Servigo CPG — 005/03.

Em cumprimento ac disposto nas Resolugdes CEPE n°s. 86Ge 87/2003, manifestc minha
decisdo de que o projeto de pesguisa protocolade sob no. / ;sob minha
coordenaciio ] TRAMITE [0 NAOQ TRAMITE junto ao Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
Seres Humanos (CEP/UEL).

. Estou ciente de que ao optar por NAD TRAMITAR o projeto de pesquisa junto ao Comité de
Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos (CEP/UEL), assumo total respomsabilidade sobre
quaisquer questionamentos scbre a conduta ética deste projeto e demais conseqiiéncias deste ato.

Londrina,  de Margo de 2008.

Lucia Helena da Silva Miglieranza__

| MNeome(a) do(a) coordenadot{a) do projeto Aszinatura do(a) coordenador(a) do projeto
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Formulério 3a

A Profa. Dra.
Ester Massae Okamoto Dalla Costa
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa

Universidade Estadual de Londrina

Prezada Senhora,

Temos a informar que o projeto de tese em Ciéncia de Alimentos da
aluna Giselle Aparecida Nobre Costa, intitulado: "Marcadores moleculares para
monitoramento da coloniza¢do de microrganismos probiéticos "in vivo", empregara
um grupo de 60 voluntarios, adultos com idade superior a dezoito (18) anos,
membros da comunidade académica da Universidade Estadual de Londrina. A
comunidade universitaria recebera convite para integrar este grupo e receberdo
todas as orientacdes e informacdes que envolverao o estudo.

Sera desenvolvido um leite fermentado contendo microrganismos
probioticos, devidamente adequado as especificacbes da legislacdo vigente, que
preconiza avaliagdo de pH e acidez tituldvel, auséncia de contagens de mofos e
leveduras, auséncia de coliformes fecais, além de contagem dos microrganismos
probioticos nao inferior a 1x10 UFC/dose do produto (Ministério da agricultura e do
abastecimento, regulamento: N.°36, de 31 de outubro de 2000 e Anvisa , Abril de
2008). Seré utilizado leite em p6 comercial, desnatado, reconstituido, adicionado de
Lactobacillus Plantarum ou Bifidobacterium lactis, culturas comerciais fornecidas
pelas empresas Clerici Sacco - Italia e Christian Hansen - Brasil, respectivamente. O
grupo teste recebera doses diarias de 80 mL do produto, em um periodo de estudo
variavel entre 15 e 90 dias.

Seguem, no anexo, 0s modelos de questiondrio para recrutamento

dos voluntérios e carta de consentimento que seréo utilizados.

Atenciosamente,

Profa. Dra:

Orientador/CCA /DCTA /UEL
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QUESTIONARIO PARA RECRUTAMENTO DE VOLUNTARIOS

Desejamos formar uma equipe de voluntarios para receber 80
mL/dia de leite contendo o microrganismo Lactobacillus plantarum. Ser um voluntario
nao exigira de vocé nenhuma habilidade excepcional: ndo ocupara muito tempo,
sendo uma tarefa bastante facil. Vocé podera receber uma dose diaria do produto,
de segunda a sexta feira, em qualquer horario entre 8:30 e 14:00 horas, no
laboratério de Microbiologia de Alimentos do DCTA. Para avaliar a quantidade deste
microrganismo no intestino, Ihe sera solicitado uma amostra de fezes, a cada 15
dias, enquanto prolongar a pesquisa. Sera solicitada também, uma amostra 30 dias
antes do inicio do estudo e outra, 30 dias apés o final do estudo. A amostra sera
identificada com codigo numérico, e sera utilizada exclusivamente para avaliacdo do
microrganismo de interesse. Se tiver qualquer davida, ou necessitar de informacdes

adicionais, entre em contato. (Profa. Lucia Miglioranza, ramal 4565, luciah@uel.br,

ou Giselle Nobre, ramal 4575, gcnobre@gmail.com).




Dados Pessoais
MNome
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Telefone para contato / e mail

1-Faixa etaria

( )17-25

{12535

{ 13550

{ )acima de 50 anos
3- Ocupacio

{ )alno
{ ) funcionario

{ ) professor
{ ) outro

5. Gosta de Leite: { ) 5im R
6. Gosta de Leite fermentado: { ) Stm

7- Fregiiéncia de Consumo de Leite fermentado:

Leite fermentado:

{ ) MNunca

{ ) Ocasionalmente - VEZes por ano

{ ) Moderadamente - VEZEes por mes

{ ) Freqienfemente - VEZes por semana
Iogurtes:

{ ) Munca

{ ) Ocasionalmente - vezes por ano
{ ) Moderadamente - vezes por meés
{ ) Freqientemente - vezes por semana

Produtos lacteos que costuma consunir

( )Nio

Leite:

{ ) Nunoca

{ ) Ocasionalmente - vezes por ano
( )Moderadamente - vezes por més

{ ) Freqientemente - vezes por semana
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TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDO

Eu. .B.G. .

aceito participar do Projeto “Marcaderes moleculares para monitoramenio da
colonizacdo de microrganismos probidficos na qualidade de voluntario. Estou informado

de que:

» Receberei uma dose por dia de um leite contendo wma bactéria probidtica;

» O microrganismo contido no produto € wma linhagem comercial, testada e aprovada
COmo segura para consumo humano;

» O produto recebido € avaliado quanto a suas caracteristicas fisico-quimicas e
microbiologicas e estd adequado ao consumo humano, conforme a legislacio vigente

no pais.
Além disso, estou informado de que:

= Serei solicitado a coletar amostras fecais em periodos pré-determinados pelo estudo e,
para tanto receberei recipiente adequado;

» A amostra de feres sera ufilizada apenas para verificacdo e quantificacdo do
microrganismo contido no leite probistico;

»  Minha identidade e dados, exceto a quantificacdo do microrganismo em teste nio sera
em nenhuma hipdtese divulgado.

Entendo que, ao participar. estarei colaborando no desenvolvimento de uma tese de
Doutorado, e, portanto, no freinamento e formacdo de wm profissional.

Quaisquer duvidas ou necessidade de informacdes adicionais, entre em contato.
(Profa. Lucia Miglioranza, ramal 4563, luciah@muel br, ou Giselle Nobre, ramal 4573,
genobref@gmail com).

Londrina,  de de 200 .
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ANEXO C
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f‘g’ '.‘ Universidade
i B

“ Esiadueal de Londnrina

COMITE DE ETICA B PESTUSA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londnna/ Hospital Universitario Regional Norte do Parana
Registro CONEP 268

Parecer PF N° 174/08
CAAE N° 0161.0.268.000-08 Londrina, 08 ae maic de 2009.
FOLHA DE ROSTO N° 209645

! PESQUISADOR: LUCIA HELENA DA SILVA MIGLIORANZA

PROPPG — processo 24746/08

Prezada Senhora:

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual
de Londrinal/ Hospital Universitario Regional Norte do Parana” (Reaqistro CONEP 268)- de acordo com
as orientagoes da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude/MS e Resolugbes Complementares,

avaliou o projeto:

“MARCADORES MOLECULARES PARA MONITORAMENTO DA OOLONIZA;E\O DE
MICROORGANISMOS F]ROBIOTICOS ‘IN VITRO'" E AVALIACAO DA TRANSFERENCIA DE
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS”

‘
L
&
%

Situagio do Projeto: APROVADO COM RECOMENDAGAO

Analisadas as respostas as pendéncias, aprovamos o projeto, porém com a recomendacao de
que seja apresentado no prazo de 6 (seis) meses a regulamentagdo do banco de culturas, bem como
relatério parcial.

Atenciosamente,

Prof D ” .%a Costa
'Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa-CEP/UEL
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