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RESUMO

REIS, N. A. Propriedades probidticas de bactérias do acido lactico
isoladas de leite humano.

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de obter bactérias lacticas com
potencial probiético a partir de leite humano. Treze amostras de leite humano
foram coletadas no Banco de Leite Humano do Hospital Geral Clériston
Andrade na cidade de Feira de Santana, Bahia. Os isolados foram
selecionados quanto a coloracdo de Gram das células e atividade de catalase.
Os géneros dos isolados foram identificados por método bioquimico e
molecular. Os isolados determinados como bactérias lacticas foram
caracterizados quanto algumas propriedades probidticas como, capacidade de
inibicdo de micro-organismos indicadores, resisténcia a antibioticos e tolerancia
a acidez e a sais biliares. Foram selecionados 33 isolados cocos Gram-
positivos e catalase negativa. Os resultados da identificacdo bioquimica
mostraram que 78,8% (26/33) dos isolados pertencem ao género Enterococcus
e 21,2% (07/33) foram classificados em um dos géneros, Vagococcus,
Aerococccus, Helcococcus ou Alloiococcus. Todos os isolados apresentaram
atividade inibitoria contra Enterococcus faecalis e Salmonella Enteretidis, 97%
contra Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus e 78,8% contra
Escherichia coli. Resisténcia antimicrobiana foi observada para a gentamicina
(50%), vancomicina (47%), ampicilina (28,1%), clindamicina e tetraciclina
(12,5%), eritromicina e amoxicilina+acido clavulanico (9,3%), cloranfenicol e
imipinem (3,1%). Dezessete isolados foram selecionados por apresentar
sensibilidade a vancomicina. Doze isolados apresentaram tolerancia a pH 3,0
e a presenca de 0,05% e 0,1% de sais biliares. Esses isolados tiveram sua
identificacdo confirmada em nivel de espécie, com uma predominancia de
Enterococcus thailandicus, seguido de Enterococcus faecalis, Weisella confusa
e Enterococcus durans. As amostras de leite humano do Hospital Clériston
Andrande sdo uma fonte de bactérias lacticas que apresentam caracteristicas
fisiol6gicas que as tornam atrativas para serem utilizadas como probidtico.

Palavras-chaves: antagonismo, bactérias lacticas, leite humano, probiotico,
saude.



ABSTRACT

REIS, N. A. Probiotic properties of lactic acid bacteria isolated from

human milk.

This study was developed in order to obtain lactic acid bacteria with probiotic
potential from human milk. Thirteen samples of human milk were collected at
the Human Milk Bank at Geral Clériston Andrade Hospital in Feira de Santana
city, Bahia. The isolates were selected by Gram staining of cells and catalase
activity. The isolates genus was identified by biochemical and molecular
methods. The isolates determined as lactic acid bacteria were characterized by
their probiotic properties as ability to inhibit indicators micro-organisms,
antibiotic resistance, and tolerance to acid and bile salts. Thirty-three isolates
Gram-positive cocci and negative catalase were selected. The results of the
biochemical identification showed that 78.8% (26/33) of the isolates belong to
Enterococcus genus and 21.1% (07/33) were classified as Vagococcus,
Aerococccus, Helcococcus or Alloiococcus. All isolates showed inhibitory
activity against Enterococcus faecalis and Salmonella Enteretidis, 97% against
Listeria  monocytogenes and Staphylococcus aureus and 78.8% against
Escherichia coli. Antimicrobial resistance was observed for gentamicin (to 50%),
vancomycin (47%), ampicillin (28.1%), clindamycin and tetracycline (12.5%),
erythromycin and amoxicillin + clavulanic acid (9.3%), chloramphenicol and
imipenem (3.1%). Seventeen isolates were selected because they have
sensitivity to vancomycin. Twelve isolates showed tolerance to pH 3.0 and the
presence of 0.05% and 0.1% bile salts. These isolates had their identification
confirmed at the species level, with a predominance of Enterococcus
thailandicus, followed by Enterococcus faecalis, Enterococcus durans and
Weisella confusa. The samples of human milk of Clériston Andrade Hospital are
a source of lactic acid bacteria that exhibit physiological properties that make

them attractive for use as a probiotic.

Key-words: antagonism, lactic acid bacteria, human milk, probiotic, health.
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1. INTRODUCAO

O leite humano (LH) € um alimento de extrema importancia na dieta dos
recém-nascidos, em virtude da sua contribuicdo para o desenvolvimento da
microbiota natural que coloniza e desempenha funcdes essenciais no trato
gastrointestinal. Além disso, o leite fornece uma combinacdo Unica de
proteinas, carboidratos, lipidios, minerais, imunoglobulinas e vitaminas que
garantem o crescimento e o desenvolvimento da crianga (MARTIN et al., 2007;
FERNANDEZ et al., 2013).

Acredita-se que o LH seja uma importante fonte de bactérias lacticas
(BAL) potencialmente probitticas e a sua colonizacdo e predominancia no
intestino dos recém-nascidos é favorecida devido a suas caracteristicas
fisiologicas e a presenca de promotores de crescimento, como
oligossacarideos, no LH (MARTIN et al., 2007; ARBOLEYA et al., 2012). As
bactérias comumente isoladas a partir desse fluido biologico pertencem aos
géneros Staphylococcus, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Weissella,
Enterococcus, Propionibacterium, Lactobacillus e Bifidobacterium, as quais sao
consideradas como componentes da microbiota natural ou endégena do LH
(MARTIN et al., 2012; JEURINK et al., 2013). O género Lactobacillus tem sido
0 micro-organismo mais empregado como probiotico na industria de alimentos
(WGO, 2008).

Os probiodticos sdo micro-organismos capazes de conferir beneficios a
saude do hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas (FAO/
WHO, 2001). Entretanto, os critérios para selecdo de um micro-organismo com
potencial para uso probidtico inclui uma série de caracteristicas como, a
tolerancia as condi¢cBes adversas do trato gastrointestinal (TGI), principalmente
a acidez do estbmago e a presenca de sais biliares no intestino, capacidade de
adesdo a mucosa intestinal e a exclusdo competitiva de micro-organismos
patogénicos. Além disso, 0 micro-organismo deve ser reconhecido como
seguro (GRAS) para consumo (FONTANA et al., 2013).

Diversos beneficios a saude sao atribuidos as BAL probidticas do leite

humano que colonizam o TGI. Além de promover a manutengéo da resisténcia



12

da mucosa intestinal a doencgas infecciosas, produzir metabdlitos com acgéo
antimicrobiana e estimular o sistema imunoldgico, esses micro-organismos séo
capazes de hidrolisar os componentes nao digeriveis, reduzir a intolerancia a
lactose e os niveis de colesterol (KOROPATKIN; CAMERON; MARTENS,
2012; FONTANA et al., 2013).

Por esse motivo as bactérias lacticas probitticas, tém sido amplamente
estudadas visando a sua utilizacdo na formulagéo de alimentos que auxiliem na
terapia e na manutencao da microbiota intestinal.

Baseado nisso, o presente estudo foi desenvolvido visando obter
bactérias lacticas de leite humano que apresentem propriedades probioticas
para que sejam futuramente empregadas no desenvolvimento de novos

alimentos funcionais, a fim de exercerem efeitos benéficos no hospedeiro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Isolar bactérias do acido lactico de leite humano e avaliar suas propriedades
probidticas.

2.2 Objetivos Especificos

o Isolar bactérias lacticas a partir de amostras de leite humano obtidas em
banco de leite em hospital;

o ldentificar bioquimica e molecularmente as bactérias lacticas isoladas;

o Verificar a capacidade antagonista das bactérias lacticas isoladas entre
si e sobre micro-organismos indicadores;

o Avaliar a suscetibilidade dos isolados a antimicrobianos de uso clinico;

o Determinar a capacidade de sobrevivéncia das bactérias lacticas
isoladas a condicbes de acidez e a distintas concentracdes de sais

biliares.
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CAPITULO 1

Leite humano como uma fonte de bactérias lacticas
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RESUMO

REIS, N. A. Leite humano como uma fonte de bactérias lacticas.

O leite humano além de ser um alimento importante para o desenvolvimento e
composicdo da microbiota intestinal neonatal é uma fonte potencial de
bactérias do acido lactico (BAL) com propriedades probidticas, tornando-se um
meio para o isolamento desses micro-organismos. O isolamento de BAL
probidticas tem impulsionado a pesquisa e o desenvolvimento na area de
alimentos funcionais, principalmente devido ao interesse por uma alimentagéo
saudavel e a busca por melhoria na qualidade de vida. Comercialmente, as
BAL sdo mais comumente utilizadas como probidticos em alimentos para o
consumo humano, devido ao efeito fisiologico benéfico associado com a
ingestdo desses micro-organismos. Alimentos probidticos tém sido utilizados
principalmente para restaurar o equilibrio da microbiota, diminuindo
inflamacdes intestinais. No entanto, o uso destes alimentos também tem sido
relatado para a prevencao de outras doencas, como a reducdo dos niveis de
colesterol e a incidéncia de cancer no colon. Para serem utilizadas
comercialmente, as BAL devem apresentar, além das propriedades fisiologicas
e tecnoldgicas, a capacidade de serem incorporadas em produtos alimenticios
sem perderem a sua viabilidade de forma que possam exercer efeitos

benéficos a saude humana.

Palavras-chaves: alimentos funcionais, bactéria acido-lactica, leite humano,

probidticos.
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ABSTRACT

REIS, N. A. Human milk as a source of lactic acid bacteria.

Human milk besides being an important food composition for neonatal gut
microflora development is a potential source of lactic acid bacteria (LAB) with
probiotic properties, making it a medium for these micro-organisms isolation.
The probiotic LAB isolation has promoted research and development in
functional foods area , mainly due to interest in healthy nutrition and the search
for better quality of life. Commercially, the LABs are most commonly used as
probiotics in food for human consumption due to the beneficial physiological
effect associated with ingestion of these micro-organisms. Probiotic foods have
been mainly used to restore the balance of microflora, reducing intestinal
inflammation. However, the use of these foods has also been reported for the
prevention of other diseases, such as lowering cholesterol levels and colon
cancer incidence. To be commercially used, LABs must submit, in addition to
physiological and technological properties, the ability to be incorporated into
food products without losing their viability so that they can exert beneficial

effects on human health.

Key-Works: functional foods, lactic acid bacteria, human milk, probiotics.



17

1. Leite humano e microbiota intestinal

O leite humano (LH) é considerado de vital importancia para o
desenvolvimento dos bebés, uma vez que contém ingredientes essenciais
como imunoglobulinas, citocinas, células do sistema imunoldgico, lisozima e
lactoferrina que fortalecem a imunidade conferindo protec&o contra infecgoes e
doencas alérgicas (JEURINK et al., 2013). E um alimento altamente nutritivo e
energético, fonte de lipideos, &cidos graxos essenciais e vitaminas
lipossoluveis (SILVA et al., 2007).

Os constituintes do LH estdo diretamente relacionados com a
predominancia de bactérias especificas no leite (MCGUIRE; MCGUIRE, 2015).
O colostro € segregado nos primeiros dias ap0s o parto, contém uma
concentracdo mais elevada de proteinas, sais minerais, oligossacarideos e
vitaminas soluveis (A, E e K) e uma menor concentracdo de gordura e lactose
em relagdo ao leite maduro. O leite materno s6 € considerado maduro duas
semanas apos o parto (GONZALEZ et al., 2013).

A comunidade microbiana presente no LH é caracterizada por sua alta
densidade populacional e ampla variedade sendo normalmente influenciada
pela microbiota intestinal da mie (FERNANDEZ et al., 2013). O leite humano é
considerado uma das principais fontes de bactérias para o intestino do recém-
nascido, o consumo de 800 mL/dia de leite esta relacionado com uma ingestao
entre 10°> a 10’ bactérias diaria (FERNANDEZ et al., 2013). Uma hipétese
atualmente aceita sobre a origem das bactérias presentes no LH é explicada
pela funcdo desempenhada pelas células dendriticas ou macrofagos que
atuam como transportadores de micro-organismos a partir do intestino materno
para as glandulas mamarias, por meio da circulacdo no sistema linfatico
associado a mucosa intestinal (JEURINK et al., 2013).

As diferencas observadas no padrdo microbiolégico do leite materno
também estdo associadas as caracteristicas socio-econdémicas, diferencas nos
habitos nutricionais, estado de saude das lactantes, peso materno, tipo de

parto, periodo de lactacdo, idade gestacional, uso de antibiéticos e as
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caracteristicas genéticas das lactantes (GONZALEZ et al., 2013; MCGUIRE;
MCGUIRE, 2015).

As espécies bacterianas frequentemente encontradas associadas ao LH
sdo dos géneros Staphylococcus, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
Weissella, Enterococcus, Propionibacterium, Lactobacillus e Bifidobacterium
(MARTIN et al., 2012). Cabrera-Rubio et al. (2012) relataram que 0s géneros
Weisella, Leuconostoc, Staphylococcus, Streptococcus, Lactococcus foram
predominantes no colostro de mulheres finlandeses em relagdo ao leite
maduro. Collado et al. (2012) encontraram maior quantidade de
Staphylococcus e menores quantidades de Bifidobacterium em maes com
excesso de peso comparado com lactantes com peso normal. Em estudo
realizado por Soto et al. (2014) o leite de mulheres lactantes que receberam
antibidticos durante a gravidez ou lactacdo apresentaram uma menor
ocorréncia de lactobacilos e bifidobactérias.

Ja foi demonstrado que o LH €& o melhor alimento infantil, pois protege o
bebé contra diarreia, infeccdes respiratorias, asma e alergias em virtude de
suas caracteristicas nutricionais, microbiolégica e imunolégica (MEHANNA et
al.,, 2013). A amamentacdo também tem sido relacionada com uma menor
incidéncia de otite média aguda, infeccdo do trato urinario e meningite (LARA-
VILLOSLADA et al., 2007; NEAMTU et al., 2014).

O LH também influencia no mecanismo de defesa do organismo contra
doencas infecciosas por meio do desenvolvimento da microbiota intestinal do
recém-nascido (GONZALEZ et al., 2013). O aleitamento materno contribui na
formacdo da microbiota intestinal, visto que é uma fonte continua de bactérias
para o intestino (FERNANDEZ et al., 2013). Criancas alimentadas com
férmulas comerciais tendem a ter mais alergias e infecces gastrointestinais do
gue aquelas que sdo alimentadas com leite materno (SOLIS et al., 2010).

A importancia do leite humano na colonizacdo do intestino de recém-
nascidos por bactérias lacticas probidticas tem sido relatada (XAFRANSKI,
2010). A ingestéao de leite humano contendo Lactobacillus acidophilus reduziu a
ocorréncia e a intensidade de enterocolite necrosante em bebés com peso

abaixo do indicado (LIN et al., 2005). A acdo antibacteriana de lactobacilos
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isolados de leite humano contra bactérias patogénicas foi observada em um
estudo realizado por Olivares et al. (2006a). O consumo de leite desnatado
contendo Lactobacillus fermentum CECT5716 isolado de leite humano
apresentou efeito anti-inflamatério no intestino de ratos com colite induzida
(PERAN et al., 2007).

A administragdo de lactobacilos em bebés durante seis meses levou a
reducdo nas taxas de incidéncia de infec¢des gastrointestinais e infecgbes do
trato respiratorio superior (MALDONADO et al.,, 2012). Os isolados de leite
humano, L. fermentum CECT 5716 e L. salivarius CECT 5713, demonstraram
estimular a resposta imunoldgica pela ativacdo de células NK, células T e
citocinas (PEREZ-CANO; DONG; YAQOOB, 2010).

O trato gastrointestinal (TGI) é colonizado apds 0 nascimento e contem
transitoriamente uma colecdo de micro-organismos dinamica e diversa em
termos taxondmicos. A microbiota intestinal tem grande importancia devido as
inimeras funcdes que realizam, atuando desde a protecdo do epitélio do
intestino impedindo a adesdo de patdgenos, na maturacdo do sistema
imunologico e na degradacdo de componentes nao digeriveis da dieta (FLINT
et al., 2008; KOROPATKIN; CAMERON; MARTENS, 2012).

Fatores como a idade, alimentacdo, uso de antibioticos, estresse,
consumo de alcool, uso de laxantes em excesso e anti-inflamatérios podem
provocar um desequilibrio na microbiota intestinal (KOOP-HOOLIHAM, 2001;
PINTO et al., 2006), permitindo que micro-organismos patogénicos causem
infeccbes (NETO, 2006).

A alteracdo na microbiota intestinal tem implicado em varias doencas,
incluindo a doenca inflamatoria do intestino, cancer no célon, colite associada a
antibidticos e obesidade (KOROPATKIN; CAMERON; MARTENS, 2012). A
estabilidade da microbiota intestinal é essencial, pois conserva e promove 0
bem estar e auséncia de doencas, principalmente do trato intestinal. Dessa
forma a suplementacdo da dieta com probidticos se faz necesséaria uma vez
gue permite a recuperacdo e o equilibrio da microbiota intestinal (SANTOS,
2010).



20

2. Bactérias do acido lactico (BAL)

As bactérias acido-lacticas (BAL) sdo Gram-positivas, ndo esporuladas,
catalase negativa, &acido-tolerantes, desprovida de citocromos, aerdbias,
microaerdéfilas ou anaerdbios facultativas (MOGENSEN et al., 2003;
AXELSSON, 2004).

Apresentam metabolismo estritamente fermentativo, convertendo agucar
principalmente em &cido lactico (GIRAFFA; CHANISHVILLI; WIDYASTUTI,
2010). A acidificagdo do meio e 0s processos enzimaticos que normalmente
acompanham o crescimento dessas bactérias contribuem para as
caracteristicas de aroma, textura e preservacdo da qualidade microbiolégica
dos alimentos fermentados, como os produtos lacteos (KLAENHAMMER et al.,
2005).

As BAL sdo mesofilas, porém possuem a capacidade de crescer em
diferentes temperaturas entre 5°C a 45°C. Multiplicam-se em ambientes
salinos, mas algumas espécies séo inibidas em concentracdes superiores a
6,5% de NaCl (FRANCIOSI et al., 2009; LIMA et al., 2009). Algumas linhagens
apresentam capacidade de crescimento em pH 4,0 e 4,5 e outras em pH 3,8 e
9,8 (TRENTO, 2012).

A capacidade de adaptacdo das BAL as condicbes extremas, devido a
altas concentracfes de acido lactico produzido, tem favorecido o seu
desenvolvimento em diversos ambientes (OLIVEIRA; SILVA, 2011). No
entanto, por serem fastidiosas, multiplicam-se principalmente, em ambientes
ricos em fontes de carbono e de nitrogénio (SETTANNI; MOSCHETTI, 2010).
As BAL podem ser encontradas, em plantas, alimentos fermentados, leite e
mucosas intestinal, vaginal e do trato respiratdrio superior dos animais (INES et
al., 2008; SETTANNI; MOSCHETTI, 2010).

A classificacdo das BAL em diferentes géneros tem se baseado em
caracteristicas fenotipicas tradicionais, como a morfologia das colonias e
células, caracteristicas bioquimicas e fisiologicas (INES et al., 2008). A
aplicacdo de técnicas moleculares na classificacdo e identificagdo das BAL
permitiu substituir ou complementar as metodologias classicas baseadas nas
caracteristicas fenotipicas (GONCALVES, 2009).
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As caracteristicas morfolégicas expressam a diversidade desse grupo de
bactérias, uma vez que podem apresentar formas de bacilos (Lactobacillus e
Carnobacterium), de cocos ou coco-bacilos (todos os outros géneros), exceto o
género Weissella que pode ter a forma de cocos ou bacilos (SETTANNI;
MOSCHETTI, 2010).

De acordo com as caracteristicas metabodlicas, os géneros podem ser
divididos em homofermentativos obrigatérios, que sdo capazes de fermentar
hexose pela via Embden-Meyhoif-Parnas (EMP) quase exclusivamente em
acido lactico; os heterofermentativos facultativos que degradam hexose a acido
lactico pela via EMP e sdo capazes de degradar pentoses, pois possuem
aldolase e fosfoacetolase, e 0s heterofermentativos obrigatorios que degradam
hexose pela via das pentoses fosfato produzindo lactato, etanol ou &cido
acético e CO,, além das pentoses que sao fermentadas por essa via (FELIS;
DELLAGIO, 2005).

As BAL pertencem ao filo Firmicutes, classe Bacill, e ordem
Lactobacillales. As  diferentes  familias incluem  Aerococcaceae,
Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae e
Streptococcaceae. Dentre os principais géneros do grupo das bactérias lacticas
estdo Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus e
Weissella (AXELSSON, 2004; VOS et al., 2011).

O maior grupo de BAL pertence ao género Lactobacillus que
compreende cerca de 145 espécies (PANESAR et al., 2007). Essas bactérias
podem ser encontradas no TGl desde o nascimento do individuo
(BERNARDEAU et al., 2008). Lactobacillus acidophilus NCFM, Lactobacillus
casei Shirota, Lactobacillus gasseri ATCC 33323, Lactobacillus johnsonii NCC
533 e Lactobacillus salivarius UCC118 séo alguns exemplos de BAL utilizadas
como probioticos (GOH; KLAENHAMMER, 2009).

2.1. Bactérias do acido lactico na industria de alimentos
As BAL podem ser utilizadas na industria de alimentos como cultura

starter, promovendo transformac¢fes na matéria prima mediante processo



22

fermentativo, contribuindo de forma positiva para o aroma e sabor dos
alimentos (ROSS; MORGAN; HILL 2002; COTTER; HILL; ROSS, 2005).

As BAL utilizadas como cultura starter, também podem ter caracteristicas
probidticas, ou seja, além de colaborar com o perfil sensorial do produto final
podem contribuir na seguranca microbiolégica, aumentando o valor nutritivo por
meio da sintese de vitaminas, amino&cidos essénciais e proteinas (GIRAFFA,
2004; LEROY; DE VUYST, 2004). Na indastria de alimentos, as BAL sé&o
aplicadas na producéo de leites fermentados, iogurtes, queijo e também no
processamento de carnes, bebidas alcodlicas e vegetais (BRUNO, 2011).

Os principais géneros considerados seguros e utilizados na industria de
alimentos incluem Lactococcus (leite), Lactobacillus (leite, carne, vegetais e
cereais), Leuconostoc (vegetais, leite), Pediococcus (vegetais, carne),
Oenococcus oeni (vinho) e Streptococcus thermophilus (leite). Além de
desempenhar papel na biopreservacdo dos alimentos fermentados, esses
micro-organismos melhoram as caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas
dos alimentos (INES et al., 2008).

Diversos estudos tém demonstrado a importancia das BAL na
conservacao de alimentos e no controle de patdogenos, devido principalmente a
sua producédo de metabolitos com propriedades antimicrobianas (DEEGAN et
al., 2006, MORAES, 2011). Salvatierra et al. (2004) observaram uma reducéo
no numero de células de Staphylococcus aureus em iogurtes contendo culturas
de L. casei CRL 431 e L. acidophilus CRL 730. Em iogurtes ausentes de
probidticos a contagem de S. aureus se manteve alta durante 28 dias de
armazenamento.

Chioda et al. (2007) relataram que culturas de L. acidophilus inibiram o
crescimento de Escherichia coli BIA 26 em queijo. Guedes Neto et al. (2005)
também observaram inibicdo de Staphylococcus spp. e E. coli CM2M17

isolados de amostras de queijo coalho por culturas de Lactobacillus spp..

2.2. O género Enterococcus

O género Enterococcus pertence a familia Enterococcaceae (ARAUJO;

FERREIRA, 2013). Sdo bactérias Gram positivas, anaerébias facultativas,
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crescem em amplas variagbes de pH (4,0 e 9,6) e podem apresentar-se na
forma de cocos isolados, em pares ou em cadeias curtas. Sobrevivem em uma
ampla faixa de temperatura entre 10°C e 45°C e podem permanecer viaveis a
60°C durante 30 min. Além disso, se multiplicam em meios com elevadas
concentragcbes de sal (acima de 6,5%) e de sais biliares (40%), sé&o
homofermentativos, ou seja, fermentam a glicose produzindo exclusivamente
acido lactico (HEW; MAHER; VOGEL, 2007; ARAUJO; FERREIRA, 2013).

Essas bactérias sdo amplamente distribuidas no ambiente, sendo
encontradas em varios nichos ecolégicos como intestino de humanos e
animais, cavidade oral e trato genital feminino (MORENO et al., 2006;
MOHAMED; HUANG, 2007), mas podem ser encontrados numa ampla gama
de alimentos fermentados como leite, queijos, carne e vegetais (VALENZUELA
et al., 2009). As espécies E. faecalis e E. faecium tem sido comumente
isoladas de alimentos (EUZEBY, 2011; ARAUJO; FERREIRA, 2013).

Enterococcus thailandicus foi descrita had pouco tempo sendo pela
primeira vez isolada de salame fermentado produzido na Tailandia
(TANASUPAWAT; SUKONTASING; LEE, 2008). Em estudo realizado por
LAUKOVA et al. (2013) E. thailandicus foi isolada em intestino de castores. Os
isolados apresentaram sensibilidade aos antibioticos novobiocina, penicilina,
azitromicina, eritromicina, cloranfenicol, canamicina e vancomicina. Ainda
segundo os autores, E. thailandicus produziu um tipo de bacteriocina capaz de
inibir bactérias como S. aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Enterococcus pertencem ao grupo das bactérias lacticas e tem sido
utilizados como culturas starter (PANGALLO et al., 2008), em virtude de suas
caracteristicas bioquimicas, como atividade proteolitica e lipolitica, que
contribuem de forma favoravel na textura e sabor de alimentos como 0s queijos
(MORENO et al., 2006). Exercem papel importante nos alimentos devido a
producédo de bacteriocinas que auxiliam na preservac¢ao do produto alimenticio,
com acao contra varios patdégenos transmitidos por alimentos como Bacillus
cereus, Clostridium spp., Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus
(VALENZUELA et al., 2009).
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Muitas espécies sao estudadas para uso como probioéticos, pois mostram
vérias caracteristicas desejaveis, como sobrevivéncia a acidez do estdmago e
a sais biliares chegando ao intestino em propor¢cdes elevadas. Além disso,
possuem a capacidade de competir pela adesdo no intestino, contra micro-
organismos patogénicos e de produzir compostos antimicrobianos como
enterocina (SAARELA et al., 2000; ROSSI et al., 2003; SIVIERI et al., 2008;
ARAUJO; FERREIRA, 2013). Uma reducdo de 40% na incidéncia de tumores
de colon foi observada apds ingestdo de uma suspensdo oral de 108 UFC/mL
de E. faecium CRL 183 por ratos quimicamente induzidos (SIVIERI et al.,
2007). Um aumento dos niveis de colesterol HDL em homens que consumiram
um produto fermentado contendo E. faecium CRL 183 e L. jugurti 416 foi
também observado (ROSSI et al., 2003).

Lertworapreecha, Poonku e Chalermchiakit (2011) concluiram que duas
cepas de E. faecium demonstraram potencial para utilizagdo como probioticos,
pois apresentaram resisténcia ao acido gastrico e aos sais biliares, aderéncia a
mucosa intestinal e capacidade de inibicdo a patégenos, por meio de producao
de bacteriocina.

Enterococcus sp. sdo também utilizadas como probidticos para tratar ou
prevenir diarreias, estimular o sistema imunolégico, promover o crescimento
zootécnico ou como producdo de bacteriocinas, uma alternativa ao uso de
antibidticos na criacao de animais (FRANZ et al., 2011; HU et al., 2015). Kuritza
et al. (2011) avaliando os efeitos da adicdo de uma estirpe probidtica E.
faecium na alimentacdo de galinhas observaram uma reducédo do numero de
células de Salmonella minnesota.

Um grande questionamento que se tem feito é com relacdo a seguranca
do uso de algumas espécies de Enterococcus como probioticos, pois algumas
linhagens sdo capazes de apresentar e transferir genes de resisténcia a
antibidticos usados no tratamento de infecgdes (SAAD, 2006; VALENZUELA et
al., 2010).

Os micro-organismos desse @género podem apresentar resisténcia
intrinseca as cefalosporinas, sulfonamidas e aminoglicésideos, no entanto,

algumas espécies possuem resisténcia extrinseca ao cloranfenicol,
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eritromicina, tetraciclina e vancomicina. Neste Ultimo caso 0s genes estdo
localizados em plasmideos ou em transposons podendo ser transferidos para
diferentes grupos de micro-organismos (ARAUJO; FERREIRA, 2013).

Em especial, espécies de Enterococcus resistentes a vancomicina
constituem um grave problema na cura de infeccbes humanas, uma vez que
este antimicrobiano é utilizado no tratamento de infecgcbes nosocomiais severas
em pacientes geralmente imunocomprometidos. Dessa forma, é extremamente
importante e indispensavel a deteccdo deste tipo de resisténcia antes da
aplicacdo destas espécies como culturas starter ou probidticos em alimentos
(OGIER; SERROR, 2008).

Outra restricdo ao uso de espécies do género Enterococcus como
probidticos se refere a presenca de fatores de viruléncia, uma vez que algumas
linhagens apresentaram relacdo a doencas nosocomiais que causam infeccdes
como bacteremia, endocardite, ou infec¢des do trato urinario (FRANZ et al.,
2011; SUJATHA; PRAHARAJ, 2012). No entanto, alguns estudos ja
demonstraram que cepas que nado apresentam fatores de viruléncia ou
resisténcia a antibiéticos séo consideradas seguras para serem utilizadas como
probidticos (PIMENTEL et al., 2007; TARASOVA et al., 2010).

2.3. O género Weissella

As Dbactérias do género Weissella sdo membros da familia
Leuconostocaceae e pertencem ao grupo das bactérias lacticas. Sado bactérias
Gram positivas, catalase-negativa, anaerdbias facultativas, com forma de cocos
ou bacilos e multiplicam-se nas temperaturas de 15°C a 45°C (FUSCO et al.,
2015).

Os micro-organismos desse género podem ser encontrados numa grande
variedade de habitats, tais como pele, trato gastrointestinal de humanos e
animais, leite materno, plantas e em uma variedade de alimentos fermentados
(FUSCO et al., 2015).

Existem 19 espécies de Weissella descritas, sendo que as espécies W.

viridescens, W. cibaria e W. confusa sdo conhecidas como patdgenos
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oportunistas causadores de infec¢des, tais como bacteremia e endocardite em
humanos (FUSCO et al., 2015).

Algumas espécies desse género também tém sido estudadas para
aplicacdo biotecnoldgica e uso como probiéticos, devido principalmente a sua
atividade antimicrobiana (SERNA-COCK et al., 2013; YOSHIYAMA et al., 2013;
EMERENINI et al, 2014).

Kang, Na e Oh (2005) relataram que cepas de W. cibaria isoladas de
salivas de criangas inibiram a formagéo de biofilme in vitro e a proliferagcéo de
patdgenos causadores da carie dentéria. Foi também observada uma reducéao
da obesidade em ratos que se alimentaram de Kimchi fermentados contendo
cepas de W. koreensi (PARK et al., 2012).

As especies W. confusa e W. cibaria tem atraido a atencédo da industria
de alimentos, pois apresentam capacidade em produzir dextranas com
potencial aplicacdo prebiodtica. As dextranas podem reduzir o risco de infec¢des
e de diarreia, aumentar a funcéo do intestino, do metabolismo e estimular o
crescimento de bactérias benéficas, como bifidobactérias (RASTALL; GIBSON,
2014). Alem disso, as dextranas podem ser utilizadas em vérias aplicacdes nas
industrias clinicas, cosmeticos, alimentacdo humana e animal como adocantes
e bebidas funcionais fermentadas a base de cereais (PATEL; GOYAL, 2011).

O fato de algumas espécies de Weisella serem consideradas patdogenos
oportunistas, assim como apresentar resisténcia intrinseca a vancomicina
(OUOBA,; LEI; JENSEN, 2008; AYENI et al., 2011), faz com que seja realizada
uma avaliacdo cuidadosa sobre a sua seguranca para aplicagdo como

probidticos.

3. Probidticos

Héa cerca de 100 anos, o cientista russo e também professor do Instituto
Pasteur em Paris, Elie Metchnikoff, observou que o aumento na expectativa de
vida dos caucasianos era devido a funcdo benéfica das BAL presentes nos
leites fermentados (HOLZAPFEL; SCHILLINGUER, 2002).

Em 1965, Lilly e Stillwell utilizaram pela primeira vez o termo probiotico

definindo-o como substancia de origem microbiolégica que estimula o
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crescimento de outros organismos (WGO, 2008). Em 1995, Fuller, propds uma
nova definicdo: "um probidtico € uma preparagcdo composta por micro-
organismos vivos ou estimulantes microbianos que afeta a microflora indigena
do animal, planta ou alimento de uma forma benéfica" (MCGUIRE; MCGUIRE,
2015).

Atualmente o conceito de probidtico mais utilizado é o da Organizacdo
Mundial de Saude que o define como micro-organismos vivos capazes de
conferir beneficios a salde do hospedeiro quando administrados em doses
adequadas (FAO/WHO, 2001).

Os micro-organismos pertencentes aos ¢géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium sdo os mais empregados como probiéticos na industria de
alimentos (WGO, 2008).

Segundo a Comissdo de Assessoramento Técnico-Cientifico em
Alimentos Funcionais e Novos Alimentos (CTCAF), as espécies de micro-
organismos consideradas como potencialmente probioticas sao L. acidophilus,
L. casei shirota, L. casei variedade rhamnosus, L. casei variedade defensis, L.
paracasei, L. lactis, B. bifidum, B. animallis (incluindo a subespécie B. lactis), B.
longum e E. faecium (ANVISA, 2008).

Os produtos contendo probidticos devem sempre informar a espécie do
micro-organismo (probidtico) presente que contribui para o equilibrio da
microbiota intestinal, além disso, deve ser declarado que o consumo do produto
deve estar associado a alimentacdo equilibrada e a habitos de vida saudaveis.
Para exercer acdo benéfica no hospedeiro € necessaria a ingestdo minima de
10® a 10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) de células viaveis por dia
(ANVISA, 2008).

Os leites fermentados e iogurtes sdo os alimentos probidticos que
predominam no comércio mundial (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008). O
mercado de alimentos contendo bactérias probidticas € o segmento de bens de
rapido consumo que mais cresce, devendo crescer 10% a cada ano (DE VOS,
2011).

O mercado global de produtos probiéticos foi estimado em $ 26 milhGes

em 2012, tendo recebido niveis imprevisiveis de sucesso, principalmente em
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congruéncia com os seus beneficios para a saude global. Os principais
fornecedores de cepas probiodticas incluem culturas da Nestlé SA (Suica),
Yakult Honsha (Japdo) e Chr. Hansen (Dinamarca) (GLOBAL PROBIOTICS
MARKET, 2014).

O primeiro critério para a selecdo de potenciais probidticos € a sua
identificacdo (GONCALVES, 2009). Técnicas microbiologicas classicas séo
realmente importantes para a selecdo, e caracterizagdo bioquimica (perfis de
fermentacédo, tolerancias ao NaCl, pH e temperatura), mas nao sao eficientes
para classificar um micro-organismo taxonomicamente. Os métodos
moleculares séo eficientes, mesmo entre espécies bem relacionadas
(YAVUZDURMAZ et al., 2007).

Das técnicas atuais se destacam, o sequenciamento do rDNA 16S e de
outros genes, impressao digital genética, sondas de oligonucleotideos e
selecdo de primers especificos que diferenciam bactérias proximamente
relacionadas. Métodos moleculares adicionais, como a eletroforese em gel
desnaturante, eletroforese em gradiente de temperatura e a hibridizac&o in situ
por fluorescéncia, sdo utilizados para auxiliar na identificacdo dos probidticos
(FONTANA et al., 2013).

Para ser um candidato a probidtico o micro-organismo deve apresentar
uma seérie de caracteristicas. As cepas devem ser consideradas seguras
(GRAS - “generally recognized as safe”), ou seja, ndo patogénicas (BARBOSA,
2011). Além disso, o0 micro-organismo deve ter atividade antimicrobiana contra
patdogenos, capacidade de adesdo a mucosa do intestino e conseguir
sobreviver as condicfes adversas do estbmago, como pH acido e a presenca
de sais biliares (KOSIN; RAKSHIT, 2006; ANVISA, 2008; FONTANA et al.,
2013).

O estdbmago vazio apresenta pH 0,9 ap0ds a ingestao de alimento aumenta
para 2,5 a 3,5, levando em média de 2 a 4 horas para o0 esvaziamento gastrico
(URNAU et al., 2012). A resisténcia dos probiéticos a valores de pH baixo pode
variar dependendo da espécie (MUNOZ-QUEZADA et al., 2013). A
sobrevivéncia em meios com pH 3,0 foi observado em 80% das cepas de L.
fermentum AD1 durante o periodo de 3 horas (STOMPFOVA et al., 2005).
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Bosch et al. (2012) relataram que duas cepas de L. plantarum apresentaram
capacidade de sobrevivéncia maior do que 50% em pH 2,0 e 3,0.

A sobrevivéncia da BAL probiéticas ao pH baixo € uma caracteristica
importante, pois o 4cido do estbmago humano que apresenta valores entre pH
0,9 a pH 3,0 na presenca de alimentos € uma das barreiras que as bactérias
encontram no trato gastrointestinal (ERKKILA; PETAJA, 2000). Assim, um
probidtico deve sobreviver pelo menos, 90 minutos de exposicdo em pH 3,0
(BERNARDEAU; VERNOUX; GUEGUEN, 2001).

A presenca dos sais biliares constitui outra condicdo adversa para a
sobrevivéncia das bactérias lacticas probiéticas. No intestino humano e dos
animais, a concentracao de sais biliares inicia com 2% p/v durante a digestao,
chegando a um valor de 0,3% p/v (GOTCHEVA,; HRISTOZOVA, 2002). Os sais
biliares séo liberados no intestino apds ingestdo de alimentos gordurosos,
entretanto alguns micro-organismos apresentam a enzima capaz de hidrolisar
os sais biliares e diminuir seu efeito detergente (ERKKILA; PETAJA, 2000).

Os sais biliares servem como barreira impedindo a aderéncia de micro-
organismos no intestino, por isso as bactérias lacticas probidticas devem
resistir as concentracdes médias existentes no trato gastrointestinal humano
(MAINVILLE; ARCAND; FARNWORTH, 2005; URNAU et al., 2012; MUNOZ-
QUEZADA et al., 2013).

Outra caracteristica importante é a selecdo segura das bactérias lacticas
qgue serdao utilizadas como probidticos com relacdo a resisténcia aos
antimicrobianos comumente utilizados na terapia humana, em virtude da
possibilidade da transmissdo de genes de resisténcia a micro-organismos
patogénicos (DANIELSEN; WIND, 2003; KOSIN; RAKSHIT, 2006).

Além disso, os candidatos a probidticos devem ter a capacidade de inibir
micro-organismos patogénicos por meio da producdo de substancias
antimicrobianas, como bacteriocinas, acidos organicos e peréxido de
hidrogénio (KOSIN; RAKSHIT, 2006; FONTANA et al.,, 2013). O efeito
antimicrobiano do acido lactico esta relacionado principalmente com a reducao

do pH do meio e do pH intracelular do micro-organismo alvo (TAMANINI et al.,
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2012). O peréxido de hidrogénio tem acdo antimicrobiana em virtude da sua
atividade oxidante (GONCALVES, 2009).

Dentre o0s antimicrobianos produzidos pelas bactérias lacticas as
bacteriocinas tém sido muito estudadas, pela importancia nas inddstrias de
alimentos como bioconservantes, principalmente por ndo provocarem
alteragbes sensoriais nos alimentos (HAJIKHANI; BEYATLI; ASLIM, 2007). A
nisina é a Unica bacteriocina, até o momento, utilizada nas industrias de
alimentos como agente de conservagdo (KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ,
2013).

O alvo das bacteriocinas é principalmente a membrana plasmatica, com
formacdo de poros, interferindo no potencial eletroquimico e dos mecanismos
de transporte ativo (GONCALVES, 2009). As bacteriocinas atuam
principalmente sobre bactérias Gram-positivas, enquanto que a atividade
inibitéria contra bactérias Gram-negativas ocorre principalmente devido a acao
combinada com acidos organicos ou peroxido de hidrogénio (SAVADOGO et
al., 2004; MARAGKOUDAKIS et al., 2009; ASKARI et al., 2012; KAZEMIPOOR
et al., 2012).

Os probidticos devem, também, ser capazes de sobreviver as condicdes
tecnoldgicas, ou seja, 0s micro-organismos devem manter viaveis e estaveis
durante o processamento e estocagem do alimento até o seu consumo. A
sobrevivéncia de bactérias probidticas nos alimentos abaixo da quantidade
recomendada pode limitar sua habilidade de exercer os efeitos benéficos na
saude humana (SHAH, 2000; BARBOSA, 2011).

Para serem utilizadas comercialmente, as culturas de BAL devem
apresentar além das propriedades benéficas e tecnoldgicas, a capacidade de
serem incorporadas nos produtos alimenticios em consorcio com outras
linhagens sem perderem a viabilidade e funcionalidade. Apesar de a maioria
dos estudos sobre probidticos utilizar cepas individuais, a combinacdo de
cepas tem mostrado eficacia. Pouco € conhecido sobre a utlizagcdo de
consorcio de cepas probidticas, se esse processo resulta em efeitos aditivos ou
sinérgicos ou em menor eficacia devido a inibicao entre as cepas (CHAPMAN;
GIBSON; ROWLAND, 2011). Alguns trabalhos tem demonstrado que as
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misturas de probioticos sdo benéficas para a saude do hospedeiro (SHIBOLET
et al.,, 2002; OLIVARES et al., 2006b; KAJANDER et al., 2007; 2008;
CHAPMAN; GIBSON; ROWLAND, 2011).

3.1. Probiéticos e o beneficio a saude
Nos ultimos anos a busca por uma alimentacdo saudavel refletiu o

interesse em alimentos que sejam capazes de desempenhar efeitos fisiologicos
benéficos visando a prevencdo de doencas e aumento na expectativa de vida
(THAMER; PENNA, 2006).

Os probidticos tém sido utilizados principalmente para diminuir a
inflamacédo intestinal restaurando o equilibrio da microbiota (PRISCIANDARO
et al., 2009). A presenca de probioticos no trato gastrointestinal do hospedeiro
pode inibir a sobrevivéncia de bactérias patogénicas mediante excluséo
competitiva pela competicdo por nutrientes, espaco e sitios de adesédo as
células do epitélio intestinal, por modular a atividade imunolégica, por inibirem a
acao de toxinas e pela producéo de substancias antimicrobianas (SAAD, 2006;
ATASSI; SERVIN, 2010; TEJERO-SARINENA et al., 2012; FONTANA et al.,
2013).

Os probidticos interagem com a membrana intestinal, se aderindo as
células do epitélio, competindo e impedindo a aderéncia de micro-organismos
patogénicos (ROSTAGNO, 2003; FONTANA et al., 2013). Estudos demonstram
gue o uso de probioticos pode ajudar no controle da proliferacdo da
Helicobacter pylori no estbmago por meio da producdo de bacteriocinas e
acidos organicos, impedindo a sua adesdo em células epiteliais (LESBROS-
PANTOFLICKOVA; CORTHESY-THEULAZ; BLUM, 2007). A atividade
antimicrobiana foi relatada por Gagnon et al. (2004) que observaram a reducao
de 50% na populacao de Escherichia coli O157:H7 pela acéo de bifidobactérias
isoladas de fezes de recém-nascidos.

Algumas bactérias probidticas podem estar relacionadas com a reducéo
dos niveis de colesterol devido a degradacédo dos sais biliares (EL-GAWAD et
al. (2005). El-Gawad et al. (2005) observaram que os niveis de colesterol em

ratos alimentados com leite fermentado contendo probiéticos diminuiram em



32

comparagao com os ratos que n&o foram alimentados com o leite fermentado
contendo a bactéria benéfica.

A presenca de bactérias probidticas podem aumentar a resposta
imunolégica do hospedeiro em virtude do aumento nos niveis de anticorpos IgA
(Imunoglobulina A), citocininas e da atividade dos macrofagos contra
patdgenos (KOOP-HOOLIHAN, 2001). Diaz-Ropero et al. (2007) observaram
um aumento na resposta imune de animais alimentados com bactérias do
acido-lactico isoladas do leite materno.

Outro beneficio resultante do consumo de probidticos € com relacdo a
degradacédo da lactose no intestino em fungcdo da producédo da enzima [-D-
galactosidase. Isto proporciona uma reducdo no desconforto abdominal
associados as diarreias osmoticas, em individuos que apresentam deficiéncia
na quantidade da 3-D-galactosidase (SAAD, 2006). Além disso, o consumo de
probidticos como lactobacilos e bifidobactérias pode estar associado a
diminuicdo do risco de alergia alimentar, por meio da quebra de proteinas com
potencial alergénico no trato intestinal (MORAIS; JACOB, 2006).

Segundo Denipote, Trindade e Burini (2010) varios estudos revelaram que
0 consumo de alimentos adicionados de probidticos esta associado a reducao
de cancer no colon, em virtude da inibicdo de bactérias responsaveis por
converter substancias pré-carcinogénicas (como os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos e as nitrosaminas) em carcinogénicas, inibicdo direta na formacao
de células tumorais, capacidade de ligacdo e/ou inativacdo de substancias
carcinogénicas e a estimulacéo do sistema imunoldgico do hospedeiro.

Embora se tenha conhecimento dos beneficios da ingestao de probioticos
estudos precisam ainda ser realizados para comprovar a eficacia e a
seguranca de cada cepa, uma vez que os efeitos probidticos tendem a ser
cepa especifica, ou seja, o beneficio atribuido a uma cepa nao se aplica a outra
(VANDERHOOF, 2008; FONTANA et al., 2013).
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CAPITULO 2

Propriedades probidticas de bactérias lacticas isoladas de leite

humano

Este artigo sera submetido a Journal of Apllied Microbiology
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RESUMO
Introdugdo: O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar bactérias

lacticas isoladas de leite humano, com énfase nas propriedades probioticas.
Métodos e Resultados: As culturas foram testadas quanto a capacidade de
inibir Enterococcus faecalis, Salmonella Enteretidis, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, suscetibilidade a antimicrobianos,
tolerancia a acidez e a presenca de sais biliares. Os isolados foram
identificados por meio de testes bioquimicos e sequenciamento do gene 16S
rRNA. A maioria dos isolados Gram-positivos e catalase negativa pertence ao
género Enterococcus (84,6%). Os isolados apresentaram inibicdo sobre E.
faecalis e S. Enteretidis, 97% sobre L. monocytogenes e S. aureus e 78,8%
contra E. coli. O teste de suscetibilidade a nove antibiéticos mostrou que a
maior parte dos isolados apresentou resisténcia a gentamicina (50%) e
vancomicina (47%). Doze isolados selecionados apresentaram crescimento em
pH 3,0 e a 0,1% de sais biliares. Dois isolados E. faecalis (F1) e W. confusa,
(F8) apresentaram resisténcia aos valores mais baixos de pH, 2,5 e 2,0,
respectivamente.

Conclusdes: A partir do leite humano foi possivel isolar bactérias lacticas com

pontencial para serem utilizadas como probioticos.
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Significado e impacto do estudo: As bactérias lacticas isoladas de lactacdo

leite humano tém potencial uso como probidticos.

Palavras-chave: antagonismo, leite humano, bactérias lacticas, Enterococcus,
probidticos.

ABSTRACT

Probiotic properties of lactic acid bacteria isolated from human milk

Aims: The objective of this study was to identify and characterize lactic acid
bacteria isolated from human milk, with emphasis on probiotic properties.
Methods and Results: Strains were tested for the ability to inhibit Enterococcus
faecalis, Salmonella Enteretidis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus and Escherichia coli, susceptibility to antimicrobial agents, acid and bile
salts tolerance. The isolates were identified by biochemical tests, and 16S
rRNA. Most Gram-positive and catalase negative isolates belong to the genus
Enterococcus (84.6%). The isolates showed inhibition on E. faecalis and Salm.
Enteretidis, 97% of L. monocytogenes and Staph. aureus and 78.8% against E.
coli. The susceptibility test to nine antibiotics showed that most of the isolates
were resistant to gentamicin (50%) and vancomycin (47%). Twelve selected
isolates grew at pH 3.0 and 0.1% of bile salts. Two E. faecalis isolates (F1) and
W. confuse (F8) showed resistance to lower pH values, 2.5 and 2.0
respectively.

Conclusions: It was possible to isolate lactic acid bacteria with potential for use
as probiotics from human milk.

Significance and Impact of the Study: The lactic acid bacteria isolated from

lactating human milk have potential use as probiotics.

Key-words: Antagonism, human milk, lactic bacteria, Enterococcus, probiotics.
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INTRODUCAO

O leite humano (LH) € um alimento altamente nutritivo e fonte de micro-
organismos para o0 desenvolvimento e composi¢ao inicial da microbiota
intestinal do recém-nascido, um importante mecanismo de defesa do
organismo contra doencas (Gonzélez et al. 2013). A comunidade microbiana no
LH é influenciada pelos micro-organismos presentes no intestino da méae, pois
eles sdo transportados por células dendriticas e macréfagos por meio do
sistema linfatico até as glandulas mamarias (Jeurink et al. 2013). As bactérias
comumente isoladas do LH pertencem aos géneros Staphylococcus,
Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus e Bifidobacterium (Martin et al.
2012; Jeurink et al. 2013) e s&o potencialmente probioticas para o intestino
infantil (Martin et al. 2007).

Bactérias probidticas séo definidas como "micro-organismos vivos que
administrados em quantidades adequadas conferem beneficio a saude do
hospedeiro” (FAO/WHO, 2001). As bactérias do acido lactico (BAL) probidticas
colonizam e predominam no intestino dos recém-nascidos devido as suas
caracteristicas fisioldgicas e a presenca de promotores de crescimento no LH,
como os oligossacarideos (Martin et al. 2007; Arboleya et al. 2012).

As BAL isoladas do LH tem sido atrativas quanto a sua aplicacédo
probidtica, por ser de origem humana e poder residir no intestino (Martin et al.
2004). A producédo de substancias antimicrobianas, competicdo por nutrientes,
aderéncia ao epitélio e estimulacdo do sistema imune sao alguns dos

mecanismos envolvidos no efeito probidtico das bactérias (Olivares et al. 2006).
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Dentre os critérios usados para selecionar um micro-organismo probiotico, ser
seguro (Generally recognized as safe - GRAS) € o mais importante (Barbosa et
al. 2011). A selecéo de probiodticos inclui ainda a capacidade de sobrevivéncia
a acidez do estbmago e aos sais biliares, adesdo a mucosa do intestino e
inibicdo de patdgenos (Gupta and Garg, 2009).

Embora seja conhecido os beneficios da ingestdo de bactérias
probidticas, os efeitos benéficos e as caracteristicas probidticas sdo especificos
para cada cepa. Dessa forma, estudos devem ser realizados para que 0s
candidatos a probidticos sejam corretamente selecionados e as suas
propriedades probioticas sejam comprovadas (Shokryazdan et al. 2014).

Diante do exposto e tendo em vista o papel do leite humano como fonte
de bactérias com potencial probiotico, esse trabalho teve como obijetivo isolar e
identificar bactérias lacticas que apresentem caracteristicas probioticas a fim de

gue possam ser utilizadas no desenvolvimento de produtos funcionais.

MATERIAL e METODOS

Preparo das amostras de leite humano e isolamento de bactérias lacticas

Treze amostras de leite humano cru de treze nutrizes foram obtidas no
Banco de Leite Humano (BLH), Hospital Clériston Andrade em Feira de
Santana, Bahia, Brasil. Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal do Recbncavo da Bahia (no. de protocolo
19776313.6.0000.0056-03/12/2013).

As amostras de leite apds diluicdo decimal seriada em agua peptonada

0,1% foram inoculadas em agar MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) acrescido de
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0,004% de puarpura de bromocresol e 0,5% de carbonato de célcio e incubadas

a 37°C por 48 h.

Micro-organismos e condigdes de crescimento

As BAL isoladas foram cultivadas em agar MRS a 37°C por 24 h e as
bactérias indicadoras Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Listeria monocytogenes CERELA, Staphylococcus aureus ATCC

25932 e Salmonella Enteretidis foram cultivados em caldo BHI a 37°C por 24 h.

Identificacéo preliminar das bactérias lacticas

Identificagéo preliminar foi realizada usando coloracdo de Gram, atividade
de catalase, fermentacdo de carboidratos (glicose, manitol, sorbitol e
arabinose), crescimento em diferentes temperaturas (10°C e 45°C) e tolerancia

em meio contendo 6,5% de NaCl (Klein, 2003).

Extracdo de DNA e PCR

As BAL foram cultivadas overnigth em caldo MRS a 37°C e extraido o
DNA usando Kit Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega,
USA) para bactérias Gram-positivas. A integridade e a quantidade do DNA
foram verificadas usando eletroforese em gel de agarose a 0,8% e Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen, USA), respectivamente e o PCR obtido em
termociclador Veriti Thermal Cycler PCR (Appplied Biosystems) usando Master
Mix e Tag DNA polimerase (Promega, USA). Os primers foram sintetizados
pela Integrated DNA Technology, Inc (Brasil). Os produtos de PCRs foram
purificados usando kit lllustra® GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE

Healthcare Life Sciences, Madison, USA).
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ldentificacdo molecular das bactérias lacticas

As BAL selecionadas foram identificadas pelo sequenciamento do gene
16S rRNA. A amplificacdo por PCR foi realizada usando primers universais 8fn
- 5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3 e 1492r - 5
TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3’ (Weisburg et al. 1991) nas seguintes
condicOes: temperatura inicial de desnaturacdo 95°C/3 min.; 30 ciclos de
amplificagdo a 95°C/1 min.; 52°C/1 min.; 72°C/2 min. e temperatura de
extensado final de 72°C/10 min.. O sequenciamento foi realizado na empresa
ACTGene Analises Moleculares LTDA e as sequéncias analisadas com o
programa Sequencher 4.1.4 (Gene Code Corporation). As sequéncias obtidas
foram analisadas por homologia com as constadas em bancos de dados no
programa BLAST do National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(Altschul et al. 1990).

Atividade antagbnica das bactérias lacticas

A atividade inibitoria das BAL foi verificada pela formacédo de halo de
inibicdo sobre as culturas indicadoras (Ryan et al. 1996). O espectro de inibicdo
foi definido da seguinte forma: + fraca inibicdo (halos até 4 mm de diametro),
++ média inibicdo (halos de 5 a 9 mm de diametro) e +++ forte inibicdo (halos a
partir de 10 mm de diametro) (Chioda et al. 2007). Acdo antagdnica também foi

verificada entre as BAL.

Suscetibilidade antimicrobiana

Suscetibilidade antimicrobiana foi avaliada pelo método de difusdo de

discos em agar (CLSI, 2012) usando os antimicrobianos ampicilina (10 pg),
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amoxicilina e acido clavulanico (10 pg), clindamicina (2 ug), cloranfenicol (30
Mg), eritromicina (5 pg), gentamicina (10 pg), imipinem (10 pg), tetraciclina (30

pg) e vancomicina (30 pg) (Laborclin®).

Sobrevivéncia das bactérias lacticas expostas as condi¢cdes de acidez e

diferentes concentragdes de sais biliares

As BAL foram inoculadas em caldo MRS em diferentes valores de pH 2,0,
2,5, 3,0 e 7,0 (controle) e em caldo MRS contendo 0,05%, 0,1% e 0,5% (p/v)
de sais biliares mistos e sem sais biliares (controle) e incubadas a 37°C por 3
h. Aliquotas de cada bactéria foram semeadas em agar MRS (37°C/24 h) e a
sobrevivéncia dos isolados verificada pelo crescimento das colonias. Todos 0s

ensaios foram realizados em triplicata.

RESULTADOS

De um total de 150 bactérias isoladas, apenas 33 colGnias apresentaram
caracteristicas tipicas de BAL, ou seja, forma circular, borda e estrutura lisa,
com brilho e cor amarela, indicativo da producdo de acido, devido o indicador
acido basico (purpura de bromocresol) presente no meio de cultura, coloracéo
de Gram positiva e atividade de catalase negativa.

Nos testes fenotipicos a maioria dos isolados foram classificados
pertencendo ao género Enterococcus (26/33). Os demais isolados, (07/33)
foram classificados nos géneros Vagococcus, Aerococccus, Helcococcus ou
Alloiococcus. Essa classificacdo se deve a auséncia de crescimento dos

isolados a 45°C (Tabela 1).
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No teste de antagonismo todos os isolados apresentaram forte inibicéo
(halos de inibicdo >10 mm) sobre E. faecalis e S. Enteretidis, 97% sobre L.
monocytogenes e S. aureus e 78,8% contra E. coli (Tabela 2). Apenas um
isolado (denominado B2) ndo apresentou atividade inibitéria sobre dois micro-
organismos indicadores (Tabela 2), n&o sendo selecionada para dar
continuidade aos préximos ensaios. Nao foi observado efeito antagdnico entre
as BAL.

No teste de suscetibilidade antimicrobiana maior percentual de resisténcia
das BAL foi verificado para a gentamicina, vancomicina e ampicilina (Tabela 3).
Devido a resisténcia observada a vancomicina, apenas 17 isolados foram
selecionados para os testes de tolerancia a acidez e sais biliares. Setenta e um
por cento dos isolados apresentaram crescimento em pH 3,0. Dois isolados (F1
e F8) apresentaram crescimento em pH 2,5 e 2,0 e 1 isolado (F8) apresentou
crescimento em pH 2,0 (Figura 1). Dez isolados apresentaram crescimento em
meio contendo 0,05% e 0,1% de sais biliares. Trés isolados apresentaram
crescimento na concentracdo de 0,5% de sais biliares (Figura 1). Os isolados
A, B1, B3, B4 E E7 ndo apresentaram crescimento para o pH e sais biliares
(Figura 1).

Com base nos resultados obtidos, 12 isolados foram selecionados para
identificacdo molecular a nivel de espécie por meio do sequenciamento da
regido 16S rRNA (Tabela 4). As analises das sequéncias dos isolados
utilizando o programa BLAST detectaram identidades de 98% a 100%. Dois
isolados foram confirmados como E. faecalis (E3 e F1), quatro foram

identificados como E. thailandicus (C4, C5, D1 e D3) e dois como W. confusa
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(F6 e F8). Dos quatro isolados que poderiam pertencer aos géneros,
Vagococcus, Aerococccus, Helcococcus e Alloiococcus, dois foram
identificados como E. durans (C1, C3) e dois como E. thailandicus (C2 e D2)

(Tabela 4).

DISCUSSAO

Pela identificagdo bioquimica o género predominante das BAL isoladas
das nutrizes era Enterococcus. Ao comparar as sequencias do RNA ribossomal
16S dos isolados probidticos com as sequéncias disponiveis no banco de
dados (NCBI), a espécie predominante foi E. thailandicus, E. durans e E.
faecalis. Com a analise molecular foi possivel identificar ainda duas cepas de
W. confusa. Atualmente, a analise molecular tem sido atii em promover a
identificacdo definitiva dos micro-organismos, visto que quando se utiliza um
numero limitado de testes fenotipicos os resultados nem sempre S80 precisos,
pois os caracteres fenotipicos podem néo ser expressos ou podem ser dificeis
de serem classificados (Farber et al. 2001; Marin et al. 2006).

A predominéancia da espécie E. thailandicus nas nutrizes foi uma surpresa
visto que s&o poucas as informacdes sobre essa espécie, em virtude de ter
sido isolada e descrita recentemente apenas em embutidos fermentados e em
animais (Tanasupawat et al. 2008; Laukova et al. 2013). Sequéncias do gene
16S rRNA mostraram que E. thailandicus é filogeneticamente proxima as
espécies de E. hirae LMG 6399T, E. durans LMG 10746T e E. faecium LMG
11423T (Tanasupawat et al. (2008). No entanto, ela néo foi identificada como
pertencente a uma dessas espécies devido ao seu baixo coeficiente de

parentesco obtido pela técnica de hibridizacdo DNA/DNA e também pelas
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diferentes caracteristicas fenotipicas, como crescimento em pH 5,0 e auséncia
de crescimento a 10°C.

Acredita-se que a presenca de W. confusa se deve as nutrizes que se
encontravam no inicio da amamentacédo, uma vez que Cabrera-Rubio et al.
(2012) relatou esta espécie sendo uma das principais espécies no colostro de
mulheres filandeses. Weisella confusa tem sido considerada candidata a
futuros estudos como probidtico devido a sua atividade antimicrobiana,
resisténcia a baixos valores de pH e aos sais biliares (Serna-Cock et al. 2010;
Lee et al. 2012).

A baixa diversidade de géneros e espécies de BAL isoladas e
identificadas neste estudo, pode estar relacionada a composi¢cdo do LH das
lactantes. A composi¢cdo microbiana do leite materno é influenciada por
diferentes fatores como habitos nutricionais, genética, microbiota intestinal,
saude, peso, tipo de parto, uso de antibidticos e idade gestacional das
lactantes. As interacdes com a microbiota da pele materna também contribuem
para moldar a microbiota do leite (Fernandez et al. 2013; Mcguire and Mcguire,
2015). Os constituintes nutricionais do leite (proteinas, sais minerais, vitaminas,
acidos graxos e carboidratos complexos) nos diferentes periodos de lactacéo
também contribuem para a predominancia de uma determinada espécie
bacteriana no leite materno (Gonzalez et al. 2013; Mcguire and Mcguire, 2015).

No presente estudo o género Enterococcus dominou a microbiota de BAL
no leite materno (84,6%), corroborando com alguns trabalhos em outras partes
do mundo (Mehanna et al. 2013; Tusar et al. (2014); Mcguire and Mcguire,

2015).
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O teste de antagonismo entre os isolados mostrou que as BAL podem ser
utilizadas em consoércios em um mesmo produto probidtico. O uso de varios
probidticos em um Unico produto tem sido uma estratégia mais eficaz do que a
utilizacdo de uma Unica cultura probidtica, devido & soma dos efeitos benéficos
de cada cepa (Chapman et al. 2011). A capacidade de competicdo com outros
micro-organismos no trato intestinal € uma caracteristica importante para a
selecdo de probidticos, uma vez que constitui uma forma de controlar ou inibir
patégenos entéricos. Além disso, a sua utilizacdo pode ser uma alternativa ao
uso de antibioticos no tratamento de infecgdes intestinais (Shokryazdan et al.
2014).

Os 10 isolados de Enterococcus (Tabela 4) sdo candidatos a probidticos,
uma vez que inibem dois importantes patdgenos entéricos, L. monocytogenes e
S. Enteretidis. Recentemente, culturas de E. faecalis isoladas de leite humano
inibiram o crescimento de bactérias indicadoras como E. coli 0157:H7, P.
aeruginosa, Salmonella spp. (Mehanna et al. 2013) e S. aureus (Heikkila and
Saris, 2003).

Weisella confusa também apresentou atividade antimicrobiana sobre E.
coli, E. faecalis, L. monocytogenes, S. aureus e S. Enteretidis. Atividade
antimicrobiana de W. confusa foi relatada sobre Helytobacter pylori (Nam et al.
2002), E. coli e K. pneumoniae (Serna-Cock et al. 2013).

A capacidade de algumas BAL em produzir diferentes compostos
antimicrobianos € uma das caracteristicas fisiol6gicas para reduzir ou inibir o
crescimento de patdgenos no intestino. Além disso, a producdo de altas

concentracfes de acido lactico em combinacdo com sais biliares inibem o
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crescimento de bactérias patogénicas Gram-negativas no intestino (Argyri et al.
2013).

As bactérias do género Enterococcus sdo conhecidas por produzirem
compostos inibidores, como bacteriocinas, que inibem bactérias Gram-positivas
deterioradoras em alimentos e patdégenos intestinais (Tambekar and Bhutada,
2010). Laukova et al. (2013) isolaram linhagens de E. thailandicus capazes de
produzir uma bacteriocina que inibia S. aureus e P. aeruginosa.

Para selecionar com seguranca bactérias com potencial probidtico é
necessario determinar o fenotipo de resisténcia a antibioticos, assim como a
presenca de genes que conferem resisténcia aos mesmos e se esses genes
podem ser transferidos para bactérias de outras espécies (Zanirati et al. 2015).

O principal fator que tem favorecido a emergéncia de bactérias resistentes
a antimicrobianos, se deve ao seu uso abusivo no tratamento de infeccbes
humanas ou como promotor de crescimento na producédo animal (Herreros et
al. 2005). A cadeia alimentar € considerada o principal meio de transmissao de
bactérias resistentes para humanos. Dessa forma, cepas que possuem genes
de resisténcia que podem ser transmitidos a bactérias patogénicas ndo devem
ser utilizadas como probidticos em alimentos (Klare et al. 2007).

O uso de cepas do género Enterococcus como probidtico tem sido
motivo de discussado devido algumas cepas serem virulentas e apresentarem
resisténcia intrinseca a alguns antimicrobianos. Algumas BAL apresentam
resisténcia a algumas classes de antimicrobianos como [(-lactamicos,

cefalosporinas, aminoglicosideos, quinolona, imidazole, nitrofurantoina e
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fluoroquinolonas (Herreros et al. 2005), sendo a resisténcia a vancomicina um
fator limitante quanto ao seu uso como probiético (Cruz et al., 2012).

A sobrevivéncia das cepas as condi¢bes adversas prevalecentes no trato
gastrointestinal, como acidez do estdbmago e a presenca de sais biliares no
intestino, € uma caracteristica necessaria a toda linhagem probiética (Mufioz-
Quezada et al. 2013).

Todos os isolados apresentaram crescimento nas concentracdes de
0,05% e 0,1% de sais biliares e pH 3,0. O valor de pH 3,0 tem sido utilizado
como padrdo para investigar a tolerancia de linhagens probidticas a acidez em
testes in vitro (Shokryazdan et al. 2014), em virtude da reducéo na viabilidade
das cepas em pH 2,0 (Bhatt et al. 2012). A concentracdo de sais biliares no
intestino humano pode variar de acordo com a dieta e secrecdo de enzimas
pancreaticas (Shokryazdan et al. 2014), sendo a concentracdo média de 0,1%
(Begley et al. 2005) podendo alcancar 0,5% (Pfeiler and Klaenhammer 2007).

Resultados semelhantes foram relatados por Urnau et al. (2012), ao
estudarem a resisténcia de bactérias lacticas em pH 3,0; 2,5 e 2,0 e resisténcia
aos sais biliares a 0,3%, durante 3 e 6 h de exposicéo e verificarem que houve
melhor sobrevivéncia em pH 3,0.

Apenas dois isolados E. faecalis (F1) e W. confusa (F8) apresentaram
resisténcia em pH, 2,5 e 2,0, respectivamente. A resisténcia dos probidticos em
baixo pH e aos sais biliares depende muito da espécie (Mufioz-Quezada et al.
2013). A capacidade de resistir a presenca de sais biliares esta relacionada a
atividade da enzima BSH presente em bactérias dos géneros Lactobacillus e

Enterococcus. Essa enzima é capaz de diminuir os efeitos toxicos dos sais
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biliares aumentando a sobrevivéncia das cepas no intestino e com isso seus
efeitos benéficos (Argyri et al. 2013). A toleréancia ao pH acido de algumas
bactérias lacticas esté relacionada a presenca da enzima ATPase que pode ser
encontrada nesse grupo de micro-organismo (Lertworapreecha et al. 2011).

Alguns componentes dos alimentos no qual os probidticos estdo
adicionados tem se mostrado apropriados para a manutengcdo e protecao de
cepas durante sua passagem pelo trato gastrointestinal e exposicdo ao pH
baixo e sais biliares (Argyri et al. 2013). Na tentativa de melhorar a viabilidade
das cepas probiodticas no alimento, pesquisas tém focado na protecdo das
culturas probidticas durante a producdo, armazenamento e passagem do
produto pelo trato gastrintestinal (Hungria and Longo, 2009).

Neste estudo, observa-se que o leite materno, proveniente de nutrizes €
uma fonte de bactérias lacticas, com propriedades probiéticas, como atividade
inibitéria de patdgenos e resisténcia as condi¢cdes adversas prevalentes no
trato gastrointestinal. O género Enterococcus foi predominante, destacando-se
a espécie E. thailandicus uma espécie nova que ainda se tem poucas relatos
na literatura.

Entre as bactérias lacticas isoladas, 12 sdo candidatas aos préoximos
estudos, como testes in vitro de aderéncia a células CaCo-2, atividade de B-
galactosidase, presenca de genes e fatores de viruléncia, viabilidade durante o
armazenamento, inducdo do sistema imune, bem como testes in vivo ou dados
clinicos, estudos necessarios para a utilizacdo segura destes micro-organismos

probiéticos em alimentos.
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CRESCIMENTO EM FERMENTAGAO DE GENEROS
1ISOLADOs DPIFERENTES CONDICOES CARBOIDRATOS
10°C 45°C 6,5% NaCl GLl ARA SOR MAN

A - - - - ND ND ND *VIAIHIA
B1 - - + - ND ND ND *VIAIHIA
B2 - + + - - - - Enterococcus
B3 - + + - - - - Enterococcus
B4 - - - - ND ND ND *VIAIHIA
Cc1 - - + - ND ND ND *VIAIHIA
c2 - - + - ND ND ND *VIAIHIA
C3 - - + - ND ND ND *VIAIHIA
Cc4 - + + - - + + Enterococcus
c5 - + + - - + + Enterococcus
D1 - + + - - + + Enterococcus
D2 - - + - ND ND ND *VIAIHIA
D3 - + + - - + + Enterococcus
E1l - + + - - + + Enterococcus
E2 - + + - - + + Enterococcus
E3 - + + - - + + Enterococcus
E4 - + + - - + + Enterococcus
E5 - + + - - + + Enterococcus
E6 - + + - - + + Enterococcus
E7 - + + - - + + Enterococcus
ES - + + - - + + Enterococcus
E9 - + + - - + + Enterococcus
E10 - + + - - + + Enterococcus
E11 - + + - - + + Enterococcus
F1 - + + - - + + Enterococcus
F2 - + + - - + + Enterococcus
F3 - + + - - + + Enterococcus
F4 - + + - - + + Enterococcus
F5 - + + - - + + Enterococcus
F6 - + + - - + + Enterococcus
F7 - + + - - + + Enterococcus
F8 - + + - - + + Enterococcus
E9 - + + - - + + Enterococcus

GLI: produgéo de gés a partir de glicose, ARA: arabinose, SOR: sorbitol, MAN: manitol, - negativo (sem crescimento),

+positivo (crescimento)

ND: N&o determinado - Isolados que n&o cresceram a temperatura de 45 °C e por isso néo foi determinado o perfil de

fermentacéo aos carboidratos testados.

*Quatro géneros diferentes: V/IA/H/A - Vagococcus/Aerococccus/Helcococcus/Alloiococcus
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Tabela 2 - Inibicdo das bactérias lacticas isoladas de leite humano sobre micro-organismos

indicadores.
MICRO-ORGANISMOS INDICADORES*
ISOLADOS EC EF LM SA SE

A (+++) 16,33 (+++) 13,29 (+++) 15,49 (+++) 13,96 (+++) 27,24
B1 (+++) 16,33 (+++) 14,15 (+++) 16,68 (+++) 13,47 (+++) 26,99
B2 (+++) 15,29 (+++) 14,15 ) ) (+++) 20,00
B3 (+++) 16,06 (+++) 14,15 (+++) 13,75 (+++) 13,85 (+++) 23,00
B4 (+++) 11,72 (+++) 15,52 (+++) 14,38 (+++) 15,35 (+++) 26,16
c1 ) (+++) 13,12 (+++) 18,13 (+++) 14,01 (+++) 24,84
Cc2 ) (+++) 15,07 (+++) 22,86 (+++) 20,40 (+++) 32,10
C3 ) (+++) 15,54 (+++) 19,75 (+++) 14,46 (+++) 34,81
C4 (+++) 19,47 (+++) 20,07 (+++) 27,66 (+++) 17,20 (+++) 30,20
C5 (+++) 16,64 (+++) 15,02 (+++) 27,44 (+++) 16,09 (+++) 27,22
D1 (+++) 16,64 (+++) 15,97 (+++) 20,11 (+++) 14,62 (+++) 26,14
(+++) 17,71 (+++) 16,76 (+++) 23,53 (+++) 16,04 (+++) 36,88

DD§ (+++) 21,51 (+++) 20,83 (+++) 27,90 (+++) 17,13 (+++) 39,00
El (+++) 14,46 (+++) 13,59 (+++) 19,99 (+++) 15,72 (+++) 31,45
E2 (+++) 15,30 (+++) 13,98 (+++) 19,19 (+++) 13,49 (+++) 25,67
E3 (+++) 18,53 (+++) 17,40 (+++) 19,47 (+++) 16,28 (+++) 32,18
E4 (+++) 13,82 (+++) 18,29 (+++) 20,47 (+++) 16,32 (+++) 29,10
E5 (+++) 17,13 (+++) 19,59 (+++) 21,64 (+++) 14,26 (+++) 28,38
E6 (+++) 18,83 (+++) 17,47 (+++) 19,68 (+++) 14,08 (+++) 26,03
E7 (+++) 17,82 (+++) 16,52 (+++) 18,58 (+++) 18,23 (+++) 29,61
E8 (+++) 19,33 (+++) 16,75 (+++) 18,81 (+++) 16,00 (+++) 28,59
E9 (+++) 17,43 (+++) 14,21 (+++) 15,71 (+++) 14,60 (+++) 26,42
E10 (+++) 17,25 (+++) 15,13 (+++) 15,99 (+++) 17,63 (+++) 28,58
E11 (++4) 17,95  (+++) 1564  (+++) 21,20 (+++) 1749 (+++) 27,42
F1 ) (+++) 16,97 (+++) 23,11 (+++) 14,62 (+++) 25,86
F2 ) (+++) 15,29 (+++) 26,75 (+++) 14,76 (+++) 26,62
F3 ) (+++) 15,28 (+++) 20,74 (+++) 14,66 (+++) 28,88
F4 ) (+++) 16,58 (+++) 17,07 (+++) 13,65 (+++) 27,95
F5 (+++) 15,14 (+++) 13,39 (+++) 14,64 (+++) 13,87 (+++) 26,03
F6 (+++) 16,93 (+++) 14,14 (+++) 20,83 (+++) 22,37 (+++) 22,96
F7 (+++) 14,83 (+++) 18,32 (+++) 16,75 (+++) 14,61 (+++) 29,87
F8 (+++) 16,58 (+++) 19,91 (+++) 17,97 (+++) 15,79 (+++) 26,13
F9 (+++) 20,11 (+++) 17,44 (+++) 16,78 (+++) 16,87 (+++) 29,32

* EC: Escherichia coli, EF: Enterococcus faecalis, LM: Listeria monocytogenes, AS: Staphylococcus aureus, SE:

Salmonella Enteretidis.

- Padréo para medida de diametro dos halos de inibigdo: - negativo, ndo houve inibi¢do; + fraca inibicdo (até 4 mm); ++
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Tabela 3 - Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos pelas bactérias lacticas isoladas de leite
humano.

ANTIMICROBIANOS

ISOLADOS AMP AMOX+AC CLI CLO ERI GEN IMP TET VAN
A S S S S S S S S S
Bl S S S S S S S S S
B3 S S S S S S S S S
B4 R S | S S S S S S
C1 S S | S | | S S S
Cc2 S S S S | R S S S
C3 S S | S | R S S S
c4 R S R S R S S | S
C5 R R R S R S S S S
D1 S S | S | R S S S
D2 R S R S R S S S S
D3 R S R S | S S | S
El S S S S S R S | R
E2 S S | S S R S | R
E3 S S | S S R S | S
E4 R S S S S S S S R
E5 S S | S S R S S R
E6 S S | S S R S | R
E7 S S | S S R S | S
E8 R R | S S R S S R
E9 I S | S S R S | R
E10 R R | S S R S S R
E11l S S | S S R S | R
F1 S S | S S R R R S
F2 S S | R S | S R R
F3 S S | S S | S S R
F4 R S | S S R S R R
F5 S S S S S S S S R
F6 S S | S S S S R S
F7 S S | S S R S S R
F8 S S S S S S S | S
F9 S S | S S S S S R

*AMP- ampicilina (10 pg), AMOX+AC- amoxicilinat+écido clavulanico (10 pg), CLI- clindamicina (2 pg), CLO-
cloranfenicol (30 pg), ERI- eritromicina (5 pg), GEN- gentamicina (10 pg), IMP- imipinem (10 pg), TET- tetraciclina (30
pg) e VAN- vancomicina (30 pg). R = resistente; | = intermediério; S = sensivel.
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Quadro 1 - Sobrevivéncia das bactérias lactica isoladas de leite humano a baixos valores de
pH e a diferentes concentracdes de sais biliares.

pH Sais biliares (%p/v)
2.0 25 3.0 7.0 0,05 0,1 0,5

Isolados

A, B1, B3,
B4, E7

C1, C2, C4,
C5, D3, F6
C3,D1

D2, E3

F1
F8

*Auséncia de crescimento celular ap6s exposi¢cdo as condi¢des testadas por 3 horas D

*Presenca de crescimento celular ap6s exposi¢ado as condi¢Oes testadas por 3 horas -




Tabela 4 - Identificacdo por 16S rRNA dos isolados de bactérias lacticas de leite humano.

ISOLADO IDENTIDADE(%) TAXONOMIA N° DE ACESSO"
C1 99 Enterococcus durans KC213478.1
Cc2 98 Enterococcus thailandicus NR_114015.1
C3 99 Enterococcus durans KC213478.1
C4 99 Enterococcus thailandicus NR_114015.1
C5 99 Enterococcus thailandicus NR_114015.1
D1 99 Enterococcus thailandicus NR_114015.1
D2 99 Enterococcus thailandicus NR_114015.1
D3 99 Enterococcus thailandicus NR_114015.1
E3 99 Enterococcus faecalis KM822773.1
F1 100 Enterococcus faecalis KM457441.1
F6 99 Weisella confusa KC845200.1
F8 99 Weisella confusa JX188072.1

T 2 ~ A~ - N P - - .
NuUmeros de acesso correspondem as sequéncias descritas da espécie indicada na coluna anterior.
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Manuscripts should be drafted as concisely as possible. As space in the
Journal is at a premium, the Editors always reserve the right to require authors
to reduce the length of their manuscripts. Manuscripts will not be reviewed
unless the English is of a publishable standard. The main text of the manuscript
should be prepared as a Word document (.doc) or Rich Text Format (.rtf) file.
Text must be double-spaced, and the pages of the manuscript must be
numbered consecutively. The title page should show the title of the manuscript;
the names of authors and place(s) where the work was done; an abbreviated
running headline not exceeding 35 letters and spaces; and the complete contact
details for the corresponding author. Original Articles should contain the
following sections in this order:

¢« ABSTRACT: A brief summary of about 150-200 words, should give the
major findings of the investigation under the following four headings: Aims;
Methods and Results; Conclusions; Significance and Impact of Study. A list of
between five and eight keywords should be added;

¢« INTRODUCTION: A balance must be struck between the pure and
applied aspects of the subject;

« MATERIALS AND METHODS: Ensure that the work can be repeated
according to the details provided. By submission of a manuscript, the authors
consent that biological material, including plasmids, viruses and microbial
strains, unobtainable from national collections will be made available to
members of the scientific community for non-commercial purposes subject to
national and international regulations governing the supply of biological
material.

« RESULTS: Well-prepared tables and figures must be a cardinal feature
of the 'Results' section because they convey the major observations to readers
who scan a paper. Information provided in tables and figures should not be
repeated in the text, but focus attention on the importance of the principal
findings of the study. In general, journal papers will contain between one and

seven figures and tables;
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e DISCUSSION: This must not recapitulate the results and authors must
avoid the temptation of preparing a combined 'Results and Discussion' section;

« REFERENCES: The Harvard system should be used. Citation of
references having three or more names should be cited in the text as Jones et
al. (1992) at the first and subsequent times of quoting the reference. A series of
references should be given in ascending date order (Green and Smith 1946;
Jones et al. 1956). Names with the prefixes de, do van, von, etc. will be placed
in alphabetical order of the first letter of the prefix, e.g. von Braun would appear
under 'V'. Different publications having the same author(s) and year will be
distinguished by, for example, 1992a, 1992b. Papers or other publications
having no obvious author(s) should usually be cited as 'Anon." with the year in
the text and bibliography. Web sites should be quoted in the text with an access
date.  Abbreviate journal titles according to Index  Medicus
(http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/terms_cond.html). Personal communications
should be cited in the text with initials and family name of all individuals.

The following is an example of order and style to be used in the manuscript:

Fricker, C.R. (1995) Detection of Cryptosporidium and Giardia in water. In
Protozoan Parasites in Water ed. Betts, W.B., Casemore, D., Fricker, C.R.,
Smith, H.V. and Watkins, J. pp.91-96. London: The Royal Society of Chemistry.

Garner, J.S. and Favero, M.S. (1985) Guidelines for Handwashing and
Hospital Environment Control. US Public Health Service, Centers for Disease
Control HHS No. 99-117. Washington DC: Government Printing Office.

Laverick, M.A., Wyn-Jones, A.P. and Carter, M.J. (2004) Quantitative RT-
PCR for the enumeration of noroviruses (Norwalk-like viruses) in water and
sewage. Lett Appl Microbiol 39, 127-135.

Tables: Tables must be prepared using the same word processing package as
the manuscript text. They should not be embedded but be placed immediately
following the main text. Do not submit tables separately. Tables must not
include ruled vertical or horizontal lines with the exception of headers and a
footer.

Figures: Figures may be uploaded to the online submission site as separate

files or included within the main manuscript file following the text and tables.


http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/terms_cond.html
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Anexo 2 - Chave de identificacdo para bactérias lacticas de acordo com Klein

2003.

Gram-positive, catalase-negative

COGCCi

[

Sero-group

¥

D
resp, not typable

Growth in 6.5 % NaCl
and at 10°C

other than D

other strepto-

COCCI

|
1

Gas from
glucose

i

0o
Sc. bovis, Sc. equinus,
Sc. alaciolyficus
Gemelia, Pediococcus,
Tetragenococcus,
Globicatella

Growth at 45°C

L

!

yes:
Leuconostoc

¥

il*H
Vagococcus,
Aerococeus,

Helcococcus,
Alloiococous

Fermentation of mannitel (MAN), sorbito] (SBL), arabinose (ARA) and raffinose (RAF)

i

i

1 v
MAN = MAN + MAN + MAN +
SBL - SBL + SBL +/- SBL -
ARA - ARA = ARA+ ARA-
_l—* 50°C - 50°C +
Y
RAF =: RAF +: & & !
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Anexo 3 - Niveis de suscetibilidade de bactérias lacticas a antimicrobianos de
acordo com diametros dos halos de inibicdo (mm).

Padrao interpretativo

Antimicrobianos (zonas de inibicao em mm)*
Resistente Suscetivel

Amoxicilina+acido <19 >20
clavulanico

Ampicilina <19 >20
Bacitracina <08 =13
Cefalexina <14 >18
Cefalotina <14 =18
Ciprofloxacina <15 >21
Clorafenicol <12 =18
Eritromicina <13 =18
Estreptomicina <11 >15
Gentamicina <12 =15
Imipenem <13 >16
Kanamicina <13 >18
Neomicina <12 =17
Norfloxacina <12 =17
Oxacilina <09 >14
Penicilina G. <20 >29
Rifanpicina <24 =25
Sulfonamida <12 =17
Tetraciclina <14 >19
Vancomicina <09 >12

*LARBOCLIN, 2003.



