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RESUMO

Este estudo teve por objetivo obter metabdlitos secundarios de Lactococcus lactis subsp.
lactis e avaliar sua eficacia na inibicdo do crescimento bacteriano in vitro. Plaqueou-se 10 pL
de suspensdo bacteriana de L. lactis em concentragdo de 10% células, que foram semeadas
sobre &gar M17. As placas foram incubadas a 30°C por 20 horas. Realizou-se a leitura do
numero de células em cada intervalo de hora e identificou-se o tempo correspondente a fase
estacionaria. Cultivou-se L. lactis em meio M17 a 30°C por 16 horas e extraiu-se 0s
metabdlitos secundarios. Foram inoculados em placa de microtitulagdo de 96 pocos 90 uL do
extrato metabdlico juntamente com 10 pL de caldo Muller Hinton com microrganismos-teste:
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Enterobacter sakazakii, Lactococcus lactis e
Salmonella enteritidis, obedecendo as normas do The Clinical and Laboratory Standards
Institute. Os metabdlitos secundarios foram extraidos por meio da centrifugacdo a 6000 rpm
por 10 minutos. Os metabdlitos apresentaram acdo inibitoria em diferentes intensidades sobre
0 crescimento dos microrganismos-testes. Ambos microrganismos Escherichia coli e
Enterobacter sakazakii apresentaram indice de inibicdo 37% e Salmonella enteritidis 93%.
Lactococcus lactis e Enterococcus faecalis apresentaram indice de promogéo do crescimento
de 30% e 20%. Conclui-se que o extrato obtido estimulou o crescimento das bactérias
Enterococcus faecalis e Lactococcus lactis, sugerindo a presenca de substancias que
favorecem a sobrevivéncia desses microrganismos, € inibiu o crescimento de Escherichia coli,
Enterobacter sakazakii e Salmonela enteritidis.

Palavras-chave: Lactococcus lactis. Inibicdo do crescimento. Técnicas in vitro.



ABSTRACT

This study aimed to obtain secondary metabolites of Lactococcus lactis subsp. lactis and
evaluate its efficacy in inhibiting bacterial growth in vitro. 10 pl of L. lactis bacterial
suspension was plated at 103 cells concentration, which were seeded onto M17 agar. Plates
were incubated at 30 ° C for 20 hours. The cell number was read at each hour interval and the
time corresponding to the stationary phase was identified. L. lactis was cultured in M17
medium at 30gC for 16 hours and the secondary metabolites were extracted. 90 ul of the
metabolic extract was inoculated together with 10 pL of Muller Hinton broth with test
microorganisms: Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Enterobacter sakazakii, Lactococcus
lactis and Salmonella enteritidis, according to the standards of The Clinical and Laboratory
Standards Institute. The secondary metabolites were extracted by centrifugation at 6000 rpm
for 10 minutes. The metabolites showed inhibitory action at different intensities on the growth
of the test microorganisms. Both microorganisms Escherichia coli and Enterobacter sakazakii
presented inhibition index 37% and Salmonella enteritidis 93%. Lactococcus lactis and
Enterococcus faecalis showed growth promotion index of 30% and 20%. It is concluded that
the extract obtained stimulated the growth of the bacteria Enterococcus faecalis and
Lactococcus lactis, suggesting the presence of substances that favor the survival of these
microorganisms, and inhibited the growth of Escherichia coli, Enterobacter sakazakii and
Salmonella enteritidis.

Key words: Lactococcus lactis. Inhibition of growth. In vitro techniques.
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1 INTRODUCAO

1.1 Interagcdes microbianas no trato gastrointestinal

A saude gastrointestinal desempenha um importante papel na satde geral do corpo. Qualquer
evento que possa causar agravos ao trato gastrointestinal (TGI) humano, pode ter
consequéncias muito além dos intestinos, e 0 TGI por ser a primeira linha de contato com

qualquer substancia ingerida sofre sérios danos (1).

O TGI humano interage com o hospedeiro, com os fatores ambientais e antigenos do corpo
humano. Em uma vida Gtil média, aproximadamente 60 toneladas de alimentos passam pelo
trato gastrointestinal humano, junto com uma grande diversidade de microrganismos do meio

ambiente que podem oferecer ameacas a sua integridade intestinal (2).

Por meio de diversas fungdes fisioldgicas, a microbiota fortalece a integridade intestinal (3),
fornece energia (4), protege contra patégenos (5) e regula a imunidade do hospedeiro (6). No
entanto, quando esses mecanismos sdo interrompidos a partir de alteragdes na microbiota
intestinal, ocorre a dishiose, processo caracterizado por um desequilibrio nas comunidades
microbianas. A partir de métodos cada vez mais eficazes que caracterizam perfil microbiano
em desenvolvimento, torna-se ainda mais evidente o papel que 0s microrganismos

desempenham em diversas doengas intestinais e extra-intestinais (7,8).

O TGI é colonizado por diversos tipos de microrganismos que residem em diversos
microambientes (9), e, apesar de serem relatados na literatura mais de 50 filos bacterianos, os
Bacteroidetes e os Firmicutes, comp&em mais de 90% das categorias filogenéticas conhecidas

e dominam a microbiota distal do intestino (10).

O corpo humano adulto comporta dez vezes mais células microbianas do que células
humanas, segundo informacdes do projeto microbioma humano, com alta densidade de
microrganismos presentes, em sua maioria, no TGl (10* a 10' microrganismos/mL de
contetddo luminal) (11). Ao longo da vida a microbiota intestinal evoluiu e exerce influéncia

(9), por meio de atividades metabdlicas coletivas e interacbes com o hospedeiro, na fisiologia
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normal e também na susceptibilidade a doenca (12). Apesar de estudos indicarem que as
mudangas na composicdo da microbiota estdo associadas a diversas doencas, a definicdo de
microbiota intestinal saudavel ainda ndo foi estabelecida e a composicdo e atividades que

essas bactérias desempenham tém sido intensamente estudados nos dltimos anos (13).

Os microrganismos que compdem a microbiota intestinal, ou microrganismos entéricos,
podem ser divididos em promotores de salde e patogénicos, nos primeiros como exemplo
tém-se as Bifidobactérias, Lactobacilos e Lactococcus, e no segundo pode-se citar a familia
das enterobactérias (14). A familia Enterobacteriaceae é constituida por numerosos géneros
de bacilos Gram-negativos, que incluem vérios patégenos potenciais como Escherichia,

Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Citrobacter, Serratia, Salmonella, Shigella e Yersinia (15).

Devido a quantidade de microrganismos, é imprescindivel o conhecimento da abundéncia e da
diversidade para o melhor entendimento do impacto desses microrganismos intestinais sobre a
salde humana (16), uma vez que o desequilibrio dessa relacdo pode estar associado a varios

quadros patol6gicos no organismo.

Abaixo, uma breve descricdo, ressaltando caracteristicas gerais das bactérias utilizadas neste

estudo.

1.2 Microrganismos entericos

1.2.1. Escherichia coli

Escherichia coli é uma bactéria da familia Enterobacteriaceae, Gram-negativa, nao
esporulada, anaerdbica facultativa, fermentativa, sendo a maioria das cepas possuidoras de
flagelo peritriquios, crescendo em temperaturas de 18 a 44° C, sendo 37°C a temperatura
ideal, e pertencente a microbiota entérica de mamiferos e aves. Mesmo sendo comensal, em
casos de alteracdo do status imunoldgico e desequilibrio microbiano, cepas ndo patogénicas

da E. coli podem causar infecgOes (17). Alguns estudos descrevem que cepas comensais
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podem ter genes de viruléncia com potencial de causar doencgas em animais (18), e a presenca

de um ou mais genes de viruléncia pode determinar se um isolado é patogénico ou néo (19).

1.2.2. Enterococcus faecalis

O Enterococcus faecalis € uma bactéria facultativa anaerdbia, ndo possui esporos, é
Gram-positiva, e possui como principal mecanismo de patogenicidade a sua grande
resisténcia  natural &  varios  antimicrobianos.  Essa  resisténcia  pode  ser
explicada pela habilidade de sobreviver por longos periodos sem nutrientes (20). Possuem o
formato esférico, forma de cocos, podem ser encontradas em pares ou em pequenas cadeias,

sd0 na maioria anaerdbios facultativos, sendo algumas espécies aerdbias (21).

As bactérias do género Enterococcus sdo responsaveis por inumeras infeccdes
hospitalares (22), e dentre todas as espécies, a E. faecalis é a causadora da maioria das
infecgBes em humanos (23). Essa habilidade em causar infecgdes esta relacionada a fatores de
viruléncia intrinsecos, que permite que elas sobrevivam na area hospitalar e as formas de
defesa do hospedeiro (24). Outro fator que torna a E. faecalis tdo virulenta é o mecanismo de
resisténcia a maioria dos antibidticos normalmente utilizados, pois adquirem genes de

resisténcia a esses medicamentos (25).

Estudos ja demonstraram que animais saudaveis podem ser colonizados por espécies do
género Enterococcus e se tornarem reservatorios (26). McDonald e colaboradores em 1997
apoiaram a teoria que antibidticos promotores de crescimento dado para animais, exercia
pressao seletiva para o desenvolvimento de genes de resisténcia nas espécies do género

Enterococcus (27).

1.2.3 Enterobacter sakazakii

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, E. sakazakii é Gram-negativa, possui forma de

bastonete, ndo € pertencente & microbiota normal do trato gastrointestinal humano ou animal,
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mas pode ser adquirida através da alimentacdo (28). E considerada oportunista pois pode
causar meningite (29), principalmente em recém-nascidos em que a taxa de mortalidade varia
de 40% a 80% (30). De acordo com a comissdo internacional de pesquisas microbioldgicas
para alimentos, em 2002 essa bactéria foi classificada como perigosa para populagdes
restritas, como recém-nascidos, idosos e pessoas com a salde debilitada, por ameacar a vida

ou por possuir riscos de deixar sequelas crénicas (31).

E. sakazakii antes dos anos 80 era conhecido pelo nome de "Enterobacter cloacae
pigmentado de amarelo”, ap6s os anos 80 foram notadas diferencas entre a E. sakazakii e E.
cloacae com relagdo a hibridagdo Acido Desoxirribonucleico (DNA), reacdes bioguimicas e

producdo de coldnias pigmentadas de amarelo (32).

Essa bactéria pode ser isolada de diversos locais como sangue, pele, olhos, intestinos,
garganta, como também pode ser isolada em materiais inorganicos como silicone, latex,
metais, dentre outros produtos. Ela pode ser encontrada também nos alimentos, como 0s

infantis, sendo eles formulas de leite que sdo administradas em recém-nascidos (33).

1.2.4 Salmonella enteritidis

As salmonelas séo bactérias anaer6bicas Gram-negativas em forma de bastdes geralmente de
2 a 5 microns de comprimento por 0,5-1,5 microns de largura e por flagelos peritricos moéveis.
Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e € um patdgeno importante para humanos

e animais (34).

O nicho principal de Salmonella é o trato intestinal de humanos e animais de fazenda.
Também pode estar presente no trato intestinal de aves selvagens, répteis e ocasionalmente
insetos. Os alimentos para animais, 0 solo e as matérias fecais sdo comumente identificados
como fontes de contaminagio por Salmonella nas fazendas (35). A medida que Salmonella
coloniza o trato gastrointestinal, os organismos sao excretados em fezes dos quais eles podem
ser transmitidos por insetos e outros animais a um grande numero de lugares, sendo

geralmente encontrados em aguas poluidas. Salmonella ndo se origina em agua; portanto, sua
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presenca indica contaminagdo fecal. Humanos e animais que consomem agua poluida podem

derramar a bactéria através da matéria fecal, continuando o ciclo de contaminacéo (36).

1.3 Bactérias do acido latico

As bactérias do acido latico (BAL) constituem um grupo de bactérias gram positivas que
produzem 4&cido latico a partir da fermentacdo de carboidratos. Pertencentes ao filo
Firmicutes, sdo encontradas no leite e contribuem na producéo e aromatizacéo de alimentos
como queijos e iogurtes (37,38). Avaliadas como grande grupo de bactérias probioéticas, as
BAL sdo também encontradas no intestino humano associadas a efeitos benéficos para a
saude (39).

A Organizacdo das NacBes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e a Organizagédo
Mundial de Saide (OMS) definiram os probi6ticos como microrganismos vivos que reparam
a saude de humanos e animais (40), e ndo sé interferem no equilibrio da microbiota intestinal,

como também influenciam a patogénese de doencas que incidem sobre o trato intestinal (41).

A maioria das bactérias probidticas que compdem o grupo das BAL sdo os lactobacilos e as
bifidobactérias, ambas reconhecidas como bactérias seguras, que exercem papel essencial na

manutengdo da microbiota intestinal (42).

Dentro do grupo das BAL destacam-se os lactobacilos, em especial o Lactococcus lactis

subsp. lactis que sera tratado neste estudo.

1.4 Lactococcus lactis subsp. lactis

O microrganismo Lactococcus lactis € uma BAL, Gram positiva, catalase negativa, possui
baixo contetdo de guanina + citosina (G+C) em seu genoma, € é de grande importancia na

producdo de alimentos fermentados (43).
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Possui forma de cocos e séo ndo esporulantes. Os lactococcus séo homofermentadores de
glicose, que significa que o acido latico é o produto final e superior da fermentagdo. As
bactérias desse género podem ser utilizadas como probidticos, pois sdo “geralmente

reconhecidas como seguras” (GRAS - “generally recognized as safe”) (44).

Lactococcus lactis sdo bactérias ndo invasivas e ndo patogénicas, e sao utilizadas ha milénios
na preservacao e producéo de produtos fermentados. Esta espécie € bastante estudada, devido
ao grande interesse industrial na producdo de fermentados e por serem bons modelos para o
estudo da fisiologia, do metabolismo, da genética e da biologia molecular das bactérias do
acido lactico (45).

1.4.1 Modulacdo da inflamagé&o por L. lactis

Estudos do nosso grupo (46,47) utilizando um modelo experimental de administracéo
intragéstrica aguda de alta dose de etanol (50%) em camundongos C57BL/6, para induzir
gastrite alérgica, demonstraram os efeitos moduladores do tratamento oral com Lactococcus
lactis sobre a inflamacdo alérgica e alteracdes na microbiota intestinal dos animais,
observando, dentre os diversos beneficios do Lactococcus lactis, a reversdo dos sinais
classicos de inflamacdo alérgica, a partir da reducédo de IL-4 nas mucosas gastrica e intestinal,
e de IgE seérica (48,49).

1.4.2 Metabolismo bacteriano de Lactococcus lactis

A via metabdlica de L. lactis pode funcionar através de reacdes aerdbicas e anaerdbicas.
Consiste em 621 reacOes e 509 metabolitos e requer minimamente glicose, arginina,
metionina, glutamato e valina para o crescimento (50). O metabolismo principal de L. lactis é
através da via anaerdbica, fermentacdo, que produz &cido lactico a partir dos carboidratos
disponiveis e é utilizada para a producdo industrial de alimentos. As fontes de carbono para L.
lactis incluem frutose, galactose, glucosamina, glicose, lactose, maltose, manitol, manose,

ribose, sacarose e trealose. No entanto, a taxa de crescimento da célula com a ingestao de cada
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fonte de carbono € diferente. A taxa de crescimento em glicose, manose, galactose, sacarose,
lactose e glucosamina sdo as mesmas, enquanto as taxas de crescimento de frutose e manitol

sdo menores (50).

Sob uma reagdo anaerobica, a glicolise quebra os carboidratos extracelulares ao piruvato,
depois converte o piruvato em &cido latico com a principal enzima LDH, lactato
desidrogenase (51). O lactato ira guiar prétons com proteina de membrana criando o potencial
de membrana necessario para a producdo de energia (45). NADH, o cofator da lactato
desidrogenase € regenerado em NAD + para ser reutilizado para glicélise. Este mecanismo

permite que L. lactis sobreviva sem 0s genes para o ciclo citrico e a gluconeogénese.

Além da via anaerobia, L. lactis possui um sistema aerdbico para auxiliar no seu
desenvolvimento. Normalmente, a absorcdo de oxigénio afetaria o processo de fermentacao
ou interferiria mesmo com substancias reativas ao oxigénio. No entanto, sob baixo consumo
de oxigénio, a via aerdbica é limitada devido a baixa taxa de reciclagem de NAD da NADH
oxidase. Esses danos podem ser corrigidos quando as células sdo cultivadas com oxigénio. As
células aumentam seu crescimento, resisténcia a oxidacdo e melhoram a sobrevida a baixa
temperatura. Além disso, recentemente descobriu-se que uma cadeia de transferéncia de
elétrons funcional em L. lactis suporta o potencial da membrana. A presenca de NADH
desidrogenase ligada a membrana oxida NADH e aumenta o crescimento celular e a producao

de proteinas e vitaminas (52).

E importante para fins de melhor compreensdo diferenciar metabdlitos primarios de
metabolitos secundarios. Os metabolitos primarios sdo produtos produzidos durante a fase de
crescimento dos microrganismos. Os metabdlitos produzidos, tém como principal objetivo a
geracdo de energia para as células. J& o metabolismo secundario abrange a sintese de
substancias que ndo sdo efetivas ao crescimento celular, sendo designados metabolitos
secundarios que sao sintetizados na fase final de crescimento ou durante a fase estacionéria.
Os metabdlitos secundarios podem ser utilizados para diversas aplicacdes, tais como:

antimicrobianos, antitumorais, antiparasitarios, entre outros usos (53).

Estudo realizado com o objetivo de testar metabdlitos secretados por cepas de Enterococcus
contra diferentes linhagens de células humanas cancerigenas identificou que os metabodlitos

testados tinham efeitos antiproliferativos contra as células cancerigenas, mas ndo exibiam
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toxicidade celular sobre as células normais (54). Em outro estudo, os autores utilizaram
componentes especificos do leite fermentado probidtico em camundongos e concluiram que
as bactérias probioticas e seus metabolitos liberados durante o processo de fermentagédo

poderiam prevenir a carcinogénese colorretal (55).

Comprovados os efeitos probidticos de metabdlitos das bactérias acido laticas, este estudo
justifica sua importancia ao buscar compreender a importancia dos metabdlitos de L. lactis na

inibicdo ou inducdo do crescimento in vitro de microrganismos prejudiciais a saide humana.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Cultivar metabolitos de Lactococcus lactis subsp. lactis e avaliar sua eficacia na

inibicdo ou promocéo do crescimento bacteriano in vitro.

2.2 Objetivos especificos

¢ Identificar a concentracdo apropriada de inéculo de L. lactis pela analise comparativa

entre métodos de contagem direta e em cAmara de Neubauer;

e Avaliar a curva de crescimento de L. lactis para fins de obtencdo apropriada dos

metabolitos secundarios;

e Testar métodos para extracdo dos metabdlitos primarios de L. lactis;

e Analisar o efeito do extrato metabdlito secundario de L. Lactis na promoc¢do ou

inibicdo do crescimento, in vitro, de bactérias entéricas.
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Resumo

Este estudo teve por objetivo cultivar metabdlitos secundarios de Lactococcus lactis subsp.
lactis e avaliar sua eficacia na inibicdo do crescimento bacteriano in vitro. Plaqueou-se 10 pL
de suspensdo bacteriana de L. lactis em concentracdo de 10° células, que foram semeadas
sobre &gar M17. As placas foram incubadas a 30°C por 20 horas. Realizou-se a leitura do
namero de células em cada intervalo de hora e identificou-se o tempo correspondente a fase
estacionaria. Cultivou-se L. lactis em meio M17 a 30°C por 16 horas e extraiu-se 0s
metabolitos secundarios. Os metabdlitos foram extraidos por meio da centrifugacdo a 6000
rpm por 10 minutos. Foram inoculados em placa de microtitulagdo de 96 pogos 90 pL do
extrato metabdlico juntamente com 10 pL de caldo Muller Hinton contendo os
microrganismos-teste: Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Enterobacter sakazakii,
Lactococcus lactis e Salmonella enteritidis, obedecendo as normas do The Clinical and
Laboratory Standards Institute. Os metabdlitos apresentaram acdo inibitoria em diferentes
intensidades sobre o crescimento dos microrganismos-testes. Os microrganismos Escherichia
coli e Enterobacter sakazakii apresentaram indice de inibicdo 37% e Salmonella enteritidis
93%. Lactococcus lactis e Enterococcus faecalis apresentaram indice de promocdo do

crescimento de 30% e 20%, respectivamente. Conclui-se que o extrato obtido estimulou o
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crescimento das bactérias Enterococcus faecalis e Lactococcus lactis, sugerindo a presenca de
substancias que favorecem a sobrevivéncia desses microrganismos, e inibiu o crescimento de
Escherichia coli, Enterobacter sakazakii e Salmonela enteritidis.

Palavras-chave: Lactococcus lactis. Inibicdo do crescimento. Técnicas in vitro.

Introducéo

As bactérias do acido latico (BAL) constituem um grupo de bactérias Gram positivas
que produzem &cido latico a partir da fermentacdo de carboidratos. Pertencentes ao filo
Firmicutes, sdo encontradas no leite e contribuem na producéo e aromatizacdo de alimentos
como queijos e iogurtes™?. Avaliadas como grande grupo de bactérias probidticas, as BAL so
também encontradas no intestino humano associadas a efeitos benéficos para a satide®

Quando administrados em dosagens suficientes, os probidticos melhoram a salde
intestinal por meio de atividades benéficas ao trato gastrointestinal®. Se houver desequilibrio
na microbiota intestinal, desequilibrio também denominado disbiose, podem surgir disturbios
clinicos que podem favorecer a producdo de metabolitos carcinogénicos levando ao
surgimento de doengas malignas®. Ao equilibrar a microbiota intestinal e modificar os fatores
carcinogénicos, os probidticos reduzem o risco de desenvolvimento de algumas neoplasias, 0
crescimento de tumores e inibem a formac&o de leses pré-cancerosas® ®.

Os probidticos mais famosos pertencem as bactérias do &cido latico, no entanto,
algumas leveduras desempenham atividades antiproliferativas de diversas formas como
degradacio de compostos carcinogénicos®*!, altera¢des na microbiota intestinal, producéo de
compostos antimutagénicos*?, estimulando a apoptose®*4,

Bacteérias lacticas produzem variados compostos antimicrobianos, tais como &cidos
organicos (principalmente acido lactico e acido acético), perdxido de hidrogénio e peptideos
antimicrobianos, incluindo bacteriocinas®®'®. Alguns estudos indicam que o uso de &cido
lactico e outros extratos organicos podem ser Uteis como adjuvantes para controlar patégenos
de origem alimentar e aumentar a seguranca alimentar'’-2°. Os metabolitos purificados podem
ser mais aplicaveis, especialmente em ambientes &cidos, como o intestino, onde algumas
espécies BAL podem ser incapazes de resistir. As formas alimentares (meio) devem ser
tomadas em consideragio na avaliagio dos efeitos das substancias?..

Alguns Lactobacillus spp. mostram forte atividade antagbnica contra bactérias e
fungos patogénicos??. A acdo antimicrobiana das BAL esta principalmente relacionada com a
producéo de acidos organicos e diminuicdo do pH do ambiente!>23, No entanto, a capacidade

de sintese de substancias bactericidas tem impacto positivo sobre a atividade antagonica?32,
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A maioria das bactérias probiodticas que compdem o grupo das BAL sdo 0s
lactobacilos e as bifidobactérias, ambas reconhecidas como bactérias seguras, que exercem
papel essencial na manutencio da microbiota intestinal®®.

A Organizacdo das NacOGes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO)e a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) definiram os probi6ticos como microrganismos vivos
que reparam a saide de humanos e animais?, e ndo sé interferem no equilibrio da microbiota
intestinal, como também influenciam a patogénese de doencas que incidem sobre o trato
intestinal®’.

Dentro do grupo das BAL destacam-se os lactobacilos, em especial o Lactococcus
lactis subsp. lactis que sera tratado neste estudo.

Estudos prévios?2° utilizaram um modelo experimental de administracio intragastrica
aguda de alta dose de etanol (50%) em camundongos C57BL/6, demonstrou alteracGes
imunologicas alérgicas induzidas pelo &lcool. Outro estudo avaliou os efeitos moduladores do
tratamento oral com Lactococcus lactis sobre a inflamac&o alérgica e alteragdo da microbiota
intestinal desencadeados pela ingestdo aguda de etanol em camundongos, e identificou entre
diversos beneficios que o L. lactis reverteu sinais classicos de inflamacéo alérgica a partir da
reduc&o de citocinas nas mucosas gastrica e intestinal®.

Para este estudo utilizou-se os metabolitos secundarios. Os metabolitos secundarios
sdo eliminados ao final da fase estacionéria de crescimento como forma de sobrevivéncia para
0 microrganismo. A partir da centrifugacdo coletou-se esses metabdlitos que foram testados
contra cinco enterobactérias.

Compreender a importancia dos metabdlitos de Lactococcus lactis na inibi¢do ou
inducdo do crescimento, in vitro, de microrganismos potencialmente patogénicos a salde

humana, abre um campo importante de investigacdes com possiveis aplicabilidades clinicas.

Materiais e métodos

Estirpe bacteriana e condi¢des de crescimento

Utilizou-se a espécie Lactococcus lactis NCDO2118, linhagem L. lactis subsp. lactis,
que é uma linhagem selvagem de L. lactis pertencente a colecdo de microrganismos do
Laboratorio de Genética Celular e Molecular (LGCM) — UFMG.

Foram utilizados neste estudo cinco microrganismos entéricos humanos: Escherichia
coli (ATCC 8739), Enterococcus faecalis (ATCC 90), Enterobacter sakazakii (ndo tem
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referéncia), Salmonella enteritidis (ndo tem referéncia) e Lactococcus lactis NCDO2118. As
cepas de origem desses microrganismos encontravam-se em ultrafreezer a -80° C no
Laboratorio de Epidemiologia e Biocontrole de Microrganismos da Universidade Estadual de

Montes Claros.

Padronizacéo quantitativa de L. lactis em cultura

A partir de uma cultura de L. lactis crescida durante 24 horas em meio M17, foi
retirada toda massa celular, que entdo foi dispersa em 1 mL de solucédo salina estéril (0,85%
p/v). Uma aliquota de 50 pL dessa suspensdo foi lida em espectrofotdmetro (Ultrospec 1100
pro®) em comprimento de onda de 540 nm. Posteriormente a leitura, foi realizada a contagem
em Camara de Neubauer e, em seguida, uma aliquota de 10 pL foi plaqueada em agar M17 e
incubada a 30°C por 24 horas. Essa suspenséo inicial sofreu diluicdo decimal seriada até 107,
e, para cada diluicdo procedeu-se a mesma ordem de procedimentos: leitura em comprimento
de onda de 540 nm, contagem em Camara de Neubauer e plagueamento em agar M17. Com o
objetivo de proporcionar oportunidades de contagem direta, cada uma dessas diluicdes sofreu
nova diluicdo decimal seriada até 10°. Foram plaqueadas aliquotas de 10uL de cada uma das
diluicBes 102, 10* e 10 em agar M17 a 30° C por 24 horas. Foram escolhidas essas trés
diluicBes para se obter uma quantificacdo do crescimento dessas células, ou seja, a escolha
dessas dilui¢es permitiu identificar a melhor diluicdo a ser considerada na contagem. Todo

procedimento foi realizado em duplicata, devido a limitacdo de reagentes (FIGURA 1).
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Figura 1- Padronizacdo quantitativa de L. lactis em cultura.

Avaliagdo da curva de crescimento de L. lactis em cultura

Apbs verificada a correlacdo entre os métodos de contagem, procedeu-se a construgdo
da curva de crescimento a fim de determinar o término da fase estacionéria de L. lactis.

O in6culo de 5 mL foi padronizado a partir do padréo correspondente ao valor de 0,5
da escala McFarland, o qual corresponde a 0,5 mL da solucdo de BaCl, 0,048 mol/L e 99,5
mL da solugdo de H2SO4 1% (v/v), resultando em uma suspensdo contendo aproximadamente
1 a2 x 108 células/mL de bactéria®.

Para preparo do inéculo adicionou-se com uma al¢ca de platina estéril toda massa
celular crescida durante 24 horas, a partir de uma aliquota de 50 pL de L. lactis em um tubo
de ensaio contendo solucdo salina estéril e agitou-se a solugdo em agitador (IKA®). Para
ajustar a densidade Gptica da suspensdo de células do indculo a da suspensdo de McFarland
foi utilizado o método de comparacdo visual, em iluminacdo ambiente adequada, utilizando
tubo de ensaios de mesmo didmetro que o usado para suspensédo padrao.

Apbs o preparo da suspensédo contendo aproximadamente 1 a 2 x 108 células/mL de L.

lactis, realizou-se diluicdo decimal seriada até 10° células.
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Utilizando-se uma pipeta com ponteiras estéreis e descartaveis, realizou-se a
inoculagdo das placas. A fim de verificar o tempo correspondente & fase estacionéria,
preparou-se placas correspondentes ao tempo de 20 horas. Foi depositado um in6culo de 10
UL de suspensdo bacteriana contendo aproximadamente 10° células de L. lactis em cada placa,
que foi semeada imediatamente sobre a superficie do meio &gar M17, com o auxilio de uma
alca de Drigalski. As placas foram posteriormente incubadas em estufa (Fanem®) a 30° C. A
cada intervalo de uma hora as placas correspondentes foram avaliadas quanto ao crescimento
de coldnias. Essas colbnias crescidas foram alcadas e dispersas em salina estéril (0,85% p/v),
contadas em Camara de Neubauer e diluidas até 101. Foram plaqueadas as concentracdes 103,
102 e 10%. Esse procedimento foi realizado em triplicata (FIGURA 2). Foram calculadas as
concentragfes de origem, logio, média e desvio padrdo das amostras. Os dados foram

lancados em planilha e os graficos construidos no Microsoft Excel 2016®.

Ajuste da turvagdo
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Figura 2 — Ajuste do indculo e curva de crescimento de L. lactis.

Obtencao dos metabolitos de L. lactis

A curva de crescimento em agar M17 mostrou que ap6s 16 horas L. lactis atingiu sua
fase estacionaria, produzindo os metabdlitos secundarios necessarios a sua sobrevivéncia.

Para obtencdo desses metabolitos foram inoculados 50 pl de L. lactis em 15 placas de petri
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contendo agar M17 por 16 horas a 30°C em estufa (Fanem®). Como demonstrado na Figura
2, toda massa celular crescida foi coletada por meio de al¢a de platina estéril e dispersa em
tubo de ensaio contendo 1 mL de ADE. Posteriormente, para a completa remocdo dos
metabolitos produzidos, principalmente os metabdlitos que adentraram superficialmente ao
meio de crescimento, a placa foi lavada com mais 2 mL de ADE. Esse procedimento foi
realizado de modo individual com uma placa por vez. Todo o material coletado foi transferido
para tubo de centrifugacdo tipo Falcon estéril. A suspensdo bacteriana, de 13,01 gramas, foi
centrifugada em centrifuga (Modelo SP-700/6000 - SPLABOR) a 6.000 rpm por 10 minutos
para separacdo das fases sobrenadante e pellet celular. A suspensdo celular sobrenadante, de
12,48 gramas, foi recolhida, filtrada em membrana millipore 0,22 mm e armazenada em
freezer a -20°C. O pellet celular correspondente a 0,53 gramas foi diluido com 1 mL de agua
destilada estéril para concentracdo de 25% e foi submetido ao processo de lise fisica
(FIGURA 3).
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de Lactococcus lactis subsp.
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Figura 3 — Estratégia utilizada para extragéo de metabdlitos.

Analise da viabilidade celular

Para verificar a viabilidade dos componentes celulares antes do processo de lise, uma

aliquota de 100 pL foi retirada e diluida até 10"2° em agua destilada estéril. Foram plaqueadas



24

aliquotas de 10 pL das diluicdes 10, 108 e 10°, em placas de Petri contendo agar M17. As
placas foram incubadas em estufa Fanem® por 24 horas a 30°C. Optou-se por utilizar as
diluicbes 10, 108 e 1071 pelo fato de terem sido inoculadas 10° células de L. lactis e seu
crescimento ter sido muito bom; portanto, quanto mais diluida a amostra mais facil se torna a
contagem, e o0 uso de trés diluicdes possibilita melhor estimativa do nimero de células da

amostra de origem.

Extracédo de metabdlitos de L. lactis

Para extracdo dos metabolitos primarios de L. lactis foram utilizados trés métodos:
homogeneizacdo em banho ultrassénico, banho em nitrogénio liquido e centrifugacéo.

Uma aliquota de 250 pL de suspensdao de L. lactis a 25% foi utilizada para
homogeneizagdo em banho ultrassonico. A homogeneizagdo foi realizada em lavadora
ultrassdnica (Unique®) em frequéncia de 37 kHz, com auxilio do homogeneizador de
amostras (Omni Tissue Master®). Foram realizados cinco ciclos de 30 segundos, com
intervalo de 30 segundos em gelo entre um ciclo e outro. Apoés, realizou-se diluicdo decimal
seriada até 10 e foram plaqueados 10 pL da amostra de origem e das dilui¢des 102, 10 e 10-
® em é&gar M17 a 30° por 24 horas. Optou-se por essas diluicdes a fim de se observar o
crescimento de L. lactis em vérias concentragGes e estimar a concentracdo de origem antes da
lise com maior fidedignidade.

Uma aliquota de 250 pL de suspensdo de L. lactis a 25% foi utilizada para o
procedimento com o nitrogénio liquido. O banho em nitrogénio liquido foi realizado
adicionando-se o nitrogénio liquido sobre as células de L. lactis dentro de um béquer de vidro
até o completo congelamento das células. As células sofreram o descongelamento em
temperatura ambiente. Apos, realizou-se diluicdo decimal seriada até 10 e foram plaqueados
10 pL da amostra de origem e das dilui¢des 102, 10 e 10 em agar M17 a 30° por 24 horas.

Em seguida, foi utilizada a centrifugacdo em centrifuga (Spinlab SL-5GR®) a 4°C e
15.000 rpm por 20 minutos. Apods, realizou-se diluicio decimal seriada até 10° e foram
plaqueados 10 pL da amostra de origem e das diluicdes 102, 10 e 10 em agar M17 a 30°

por 24 horas.

Ensaio, in vitro, da acdo de metabdlitos de L. lactis na inibicdo ou promocéo do

crescimento de bactérias



25

Foram cultivados em agar nutriente, por 24 horas a 37° C, 0S microrganismos
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Enterobacter sakazakii e Salmonella enteritidis,
enquanto o Lactococcus lactis foi cultivado em agar M17 por 24 horas a 30°C.

Para o preparo da suspensdo bacteriana de cada microrganismo-teste, adotou-se o
padrdo 0,5 da escala McFarland que fornece concentracdo de aproximadamente 108
células/mL. Toda massa celular crescida foi transferida para um tubo contendo 1 mL de caldo
Muller Hinton e agitou-se a solucdo em agitador vortex (IKA®). Para ajustar a densidade
Optica da suspensdo de células do indculo a da suspensdo de McFarland foi utilizado o
método de comparacao visual, em iluminacdo ambiente adequada, utilizando tubo de ensaios
de mesmo diametro que o usado para suspensao padréo.

Ap0Gs 0 preparo da suspensédo contendo aproximadamente 1 a 2 x 108 células/mL de L.
lactis, retirou-se uma aliquota de 100 pL que realizou-se diluicdo decimal seriada até 10*
células/mL. Uma aliquota de 10 pL dessa diluicdo foi contada em Camara de Neubauer para
confirmacéo do valor de Unidades Formadoras de Colénias (UFC).

A microplaca de poliestireno de 96 pocos (Kasvi®), foi dividida em quatro campos:
primeiro campo composto por 90 pL de extrato metabolico secundério de L. lactis e 10 pL de
caldo Muller Hinton com microrganismo-teste na concentragéo de 10* células/mL; segundo
campo com 90 pL de &gua destilada estéril e 10 pL de Caldo Muller Hinton com
microrganismo-teste na concentragdo de 10* células/mL; terceiro campo controle de
esterilidade do extrato, e quarto campo controle de esterilidade do caldo. A placa foi incubada
em estufa Fanem® a 37°C por 24 horas. Apos, foram realizadas leituras de absorbancia em
quatro comprimentos de onda: 405 nm, 450 nm, 492 nm e 630 nm. Utilizou-se quatro
comprimentos de onda por acreditar-se que 0s microrganismos em estudo sdo muito distintos
e, portanto, podem se comportar de modo diferente em determinados comprimentos de onda.
Os quatro comprimentos de onda permitiram comparar esse crescimento entre si. Apds a
leitura, foram retirados 10 pL de cada poco que foram diluidos até 10, Foram plaqueadas
aliquotas de 10 pL das diluicdes 10* e 10® em &agar Muller Hinton. Essa diluicdo foi
necessaria para possibilitar contagem direta apds a incubacdo a 37° C por 24 horas. O

procedimento foi realizado em triplicata.

Analise estatistica
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Foram elencadas neste estudo as variavéis dependentes: Logio e absorbéncia e
calculados o Logio, Média, Desvio padrédo e o Intervalo de Confianca. Adotou-se margem de
5% de erro. Os resultados dos ensaios foram submetidos a analise estatistica pelo teste de
Tukey e ANOVA one-way.

Resultados e discussao

Padronizacdo do indculo de L. lactis através da andlise comparativa entre métodos de

contagem direta e contagem em Camara de Neubauer

A contagem em Camara de Neubauer € um método bastante utilizado em analises
laboratoriais devido sua praticidade e baixo custo. A tabela 1 apresenta os resultados obtidos a
partir da correlagdo entre o método de contagem direta e a contagem em Cé&mara de
Neubauer. Observa-se que os valores das concentragfes iniciais se mostraram bastante
aproximados. Como esperado, 0s dois métodos apresentaram a mesma tendéncia. No entanto,
as amostras mais diluidas apresentaram decaimento maior na contagem direta, o que pode
sugerir erro analitico, uma vez que a contagem em Camara de Neubauer células viaveis e nao
viaveis sdo contadas.

Em estudo realizado com amostras de sangue de 120 pacientes, as plaquetas foram
contadas manualmente e, de forma independente, em uma camara de contagem de Neubauer
por trés técnicos. Os resultados mostraram que 0 uso correto da camara de Neubauer
apresentou uma precisao satisfatdria nas contagens acima de 4.000 plaquetas/pl. Portanto, faz-
se importante o apoio de mais de um operador para se realizar a contagem, o que pode
contribuir para maior fidedignidade do resultado®?.

Ainda, com o objetivo de controlar a qualidade dos dados, utilizou-se a
espectrofotometria como apoio. As amostras foram lidas em comprimento de onda de 540 nm,
e observou-se que a medida em que a amostra foi diluida a absorbancia diminuiu. Outros
estudos associaram a leitura de absorbancia com o método de contagem direta para maior
exatiddo na construcéo da curva de crescimento de determinados microrganismos®*-35,

Os metodos de leitura de absorbancia e contagem do ndmero de células apresentam
vantagens e desvantagens. A leitura de absorbancia € um método de baixo custo e possibilita a
quantificacdo de amostras grandes, porém n&o distingue células vivas e mortas. A contagem

do numero de células também é um método de baixo custo, porém trata-se de um trabalho
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exaustivo e subjetivo. Dessa forma, a combinacdo desses dois métodos aumenta a precisao
dos resultados e a praticidade, pois envolve menor gasto de tempo®.

Ja outro estudo realizado com o objetivo de comparar métodos manuais e automaticos
para contagem de células, evidenciou que as contagens automaticas apresentaram valores
superiores aos encontrados nas contagens diretas®’, o que pode sugerir que o0 método manual é

mais fidedigno em detrimento ao método automatico.

Tabela 1- Correlagédo entre método de contagem de UFC, método de contagem de células e absorbancia.

Logao A"Oglo Densidade Optica
Amostras Contagem Camara de (540 nm)
Direta Neubauer

Origem 10,58 - 2,820
0,1 8,49 8,32 1,057
0,01 7,47 7,28 0,138
0,001 6,46 7,05 0,020
0,0001 5,18 6,75 0,002
0,00001 4,26 6,51 0,000

Para verificar se os dados quantitativos obtidos pelos dois métodos se assemelhavam,
optou-se por um estudo de correlacdo. A figura 4 apresenta a linearidade avaliada por meio do
calculo do quadrado do coeficiente de correlacdo, a partir da correlacdo grafica entre o Logio
do nimero de UFC.mL e 0 Logio do niimero de bactérias.mL™. O coeficiente de 0,96 denota
uma alta correlacdo entre ambos os métodos, validando a contagem em Neubauer como um
método rapido e assertivo, uma vez que em aproximadamente 96% das contagens realizadas
na Camara de Neubauer, os valores foram semelhantes aos encontrados na contagem direta.
Pode-se entdo afirmar que o método de contagem em Camara de Neubauer foi eficiente para
se estimar o nimero de células presentes em determinada amostra. Dessa forma, pode-se

utilizar esse método para alcancar dados confiaveis e rapidos.
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Figura 4 — Coeficiente de correlacdo e equacdo da reta entre métodos de contagem do nimero de células e
absorbéancia.

Avaliacdo da curva de crescimento de L. lactis para obtengdo apropriada dos metabdlitos

Para construcdo da curva de crescimento de L. lactis em momento posterior, a
correlacdo entre os métodos manuais de contagem fez-se importante. Buscou-se basicamente
determinar o grau de correlagdo quantitativa entre 0s métodos manuais, com o objetivo de
identificar se a contagem em cadmara de Neubauer seria método eficaz de resultado mais
rapido frente a contagem direta, cuja resposta leva 24 horas. Foram realizadas contagens em
Cémara de Neubauer e contagem direta em placas de petri.

Os metabolitos secundarios sdo substancias extracelulares secretadas no meio de
cultura, durante o crescimento e diferenciacdo de um organismo vivo e tém sido isolados e
caracterizados principalmente para fins industriais*e.

Na maioria das fermentacfes, a obtencdo do produto desejado estd diretamente
relacionada a diversos parametros. Um dos mais pesquisados € o numero de células, portanto
0 estudo da concentracdo do indculo é fundamental. O crescimento de culturas bacterianas
compreende uma sequéncia de fases caracterizadas por variagcGes nas taxas de crescimento
celular340,

As curvas de crescimento microbiano e os modelos matematicos podem fornecer
informagdes Uteis para entender o comportamento do microrganismo e selecionar as
condi¢Bes de crescimento Otimas. A importancia do meio de cultivo é fundamental em

trabalhos em que estdo envolvidos microrganismos e produtos gerados por eles, como é o
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caso de L. lactis. Além do &gar M17, o 4gar MRS também é relatado como meio adequado
para promogéo do crescimento de L. lactis*'. Optou-se por utilizar nesse estudo o (Difco™®)
M17 Agar suplementado com 10% de lactose, por ser um meio amplamente utilizado para
crescimento de lactobacilos. A escolha por usar o &gar ao invés do caldo, se deu com o
objetivo de que houvesse a menor interferéncia possivel do meio de cultivo sobre a resposta
dos microrganismos ao extrato metabdlico. Experiéncias prévias de pesquisadores do grupo
sinalizam que o caldo, por possibilitar maior superficie de contato entre 0 microrganismo e 0s
nutrientes promove o arraste de substancias que podem interferir nos testes.

Neste estudo, adotou-se a temperatura de 30°C por ser a temperatura ideal
recomendada pelo fabricante do meio de cultivo utilizado. Além do meio de cultivo e tempo
de crescimento, a temperatura € um dos fatores muito estudados, pois é relatado que quando
L. lactis € exposto a altas temperaturas de fermentacdo, apresenta acidificacdo mais rapida
e forma menor concentragdo de produtos secundarios*. Estudo que relacionou o efeito da
temperatura sobre o crescimento e formacao de produtos de L. lactis, avaliou o crescimento
em duas temperaturas distintas. Quando cultivado em condicdes padrdo a 30°C, toda a
maltose produzida foi consumida em 8 horas e convertida em &cido latico, acido férmico,
acido acetico e etanol. Quando a temperatura foi elevada para 37°C, o processo de
fermentacdo resultou em uma menor quantidade de massa celular e menos formacéo de
subprodutos®.

A curva de crescimento foi realizada para determinacdo das fases e do tempo de
crescimento de L. lactis em agar M17. Esta curva revelou-se o ponto de apoio durante 0s
ensaios por permitir estimar o nimero de UFC em determinada concentracdo da amostra.

A fase estacionaria de um microrganismo é atingida quando esse esgota os nutrientes
necessarios ao seu crescimento. A caréncia de nutrientes leva os microrganismos a situacoes
de estresse, tais como, altas concentracdes de acidos organicos, estresse osmético e oxidativo,
e mudancas de pH, dependendo das condi¢cdes especificas que os levaram a fase
estacionaria. E nessa fase que metabolitos secundarios, antibiGticos e toxinas s&o
sintetizados*.

A Figura 5 apresenta a intensidade de crescimento de L. lactis em funcdo do tempo de
cultivo em agar M17. Apos decorridas 16 horas de incubacgdo, L. lactis atingiu seu pico
méaximo de crescimento e entrou em fase estaciondria, produzindo metabdlitos necessarios a
sua sobrevivéncia. A fase estacionaria finalizou com 17 horas, iniciando a partir dai queda
brusca no nimero de células de L. lactis, devido esgotamento de nutrientes do meio de cultura

e aumento dos produtos toxicos provenientes do proprio metabolismo bacteriano.
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Figura 5 — Intensidade de crescimento de Lactococcus lactis subsp. lactis (NCD0O2118) em funcdo do tempo de
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Avaliacao dos métodos utilizados para lise celular fisica de L. lactis
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A Figura 6 apresenta as estratégias utilizadas para lise de L. lactis e obtencdo de
metabdlitos primarios. Os métodos utilizados para romper a parede celular de L. lactis ndo se

mostraram eficientes conforme nos mostra a figura 6.
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Figura 6- Estratégia utilizada para extragdo de metabdlitos primérios de L. lactis. Homogeneizacdo em banho

ultrassdnico, banho em nitrogénio liquido e centrifugag&o.

Os métodos de ruptura celular sdo geralmente distribuidos em trés categorias:
quimicos, fisicos e mecénicos. Os métodos quimicos sdo aqueles que dependem de alteraces
quimicas, por exemplo, a hidrélise enzimatica da parede celular. JA& os métodos fisicos
baseiam-se em alteracdes na parede celular ou estrutura da membrana sem causar modificacao
quimica e sem aplicacdo de energia, por exemplo, desestabilizacdo das membranas celulares
por dissolucéo de solventes®.

A facilidade de interrupcdo mecanica das células depende da complexidade e
composicdo do seu envelope celular. A parede celular das bactérias Gram-negativas pode ser
facilmente rompida usando métodos mecéanicos quando comparada com a parede celular das
bactérias Gram-positivas. Similarmente, a composicdo da parede celular de leveduras e
fungos filamentosos é mais complexa do que a bactéria; portanto, a ruptura de sua parede
celular requer forgas mecanicas mais fortes*.

Os métodos ndo mecanicos de ruptura de células sdao geralmente preferidos para a
extracdo dos metabolitos primarios de microrganismos. Neste caso, agentes quimicos ou
fisicos sdo usados para tornar o envelope celular permeavel para que os metabolitos primarios
possam ser liberados no meio citoplasmaético. Diferentes agentes de interrupgéo, tais como,

enzimaticos, fisicos e quimicos, podem ser utilizados para a extragdo de amostras primarias.
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Neste estudo, optou-se por utilizar apenas meios fisicos para romper a parede celular
de L. lactis, por acreditar-se que o uso de solventes e enzimas poderia interferir na
composicdo dos metabdlitos primarios e que essa interferéncia poderia causar viés de
confusdo ao se analisar os efeitos desses metabolitos sobre os microrganismos-teste.

Os efeitos da alta pressao sobre a viabilidade, estrutura, lise e atividade da hidrolase da
parede celular de duas subespécies de L. lactis, cepas de cremoris observou que suspensdes de
células tratadas com pressdo foram lisadas mais rapidamente do que os controles ndo tratados
com presséo ao longo do tempo®’.

A membrana bacteriana precisa ser forte para que as celulas sejam capazes de suportar
alta pressdo de turgescéncia. A membrana rigida e espessa € vantajosa na fase estacionéria
guando as células bacterianas sdo expostas a diferentes condicGes de estresse, por
exemplo, exaustdo e acidificagdo do meio*®. No entanto, durante o crescimento exponencial, a
membrana deve ser flexivel para permitir a rapida divisdo e ampliacéo celular.

Alguns estudos utilizaram a centrifugacdo para lisar L. lactis, no entanto, usaram
outros métodos como apoio, por exemplo o uso de enzimas*. Devido enzimas alteraram o0s
compostos intracelulares, esse método nao seria viavel para o objetivo desse estudo, pois seria
viés na interpretacdo dos resultados, visto que o ideal € o minimo possivel de interferéncia de
agentes externos sobre os metabolitos.

Alguns métodos sdo relatados na literatura como métodos eficientes para lisar a parede
celular de L. lactis, dentre eles destacam-se 0s homogeneizadores de alta pressdo, a sonicacdo
e a prensa francesa®. O fabricante French® Pressure Cell Press recomenda 0 uso da prensa
francesa em uma pressdo de 35.000 psi (2,3 kbar) para romper a parede celular de
Lactococcus.

Como observado na Figura 6, nenhum dos métodos utilizados foram suficientes para
lisar L. lactis. Portanto, ndo foi possivel obter acesso ao metabodlito priméario de L. lactis.
Dessa forma, para este estudo utilizou-se apenas os produtos oriundos do metabolismo

secundario.

Efeito in vitro do extrato metabdlito secundario de L. Lactis na inibi¢do ou promoc¢éo do

crescimento de microrganismos entéricos

A Figura 7 apresenta os resultados da interacdo entre extrato metabolico secundério,

coletado no sobrenadante de cultura de L. lactis, e 0s microrganismos-teste.
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Interessantemente, 0os metabdlitos secundarios de L. lactis apresentaram acdo inibitoria
em diferentes intensidades sobre o crescimento dos microrganismos-testes. Os
microrganismos Escherichia coli e Enterobacter sakazakii apresentaram indice de inibicdo
3,7 e Salmonella enteritidis 9,3, ou seja, a inibicdo do crescimento de Salmonella foi
completa. Lactococcus lactis e Enterococcus faecalis apresentaram indice de promocdo do
crescimento de 3,0 e 2,0, 0 que sugere que 0 extrato metabdlico de L. lactis possui substancias
que favorecem a sobrevivéncia de L. lactis e E. faecalis.

Algumas cepas probidticas como: Bifidobacterium breve, L. acidophilus e
Lactobacillus casei (L. casei) reduzem a viabilidade do agente patogénico Enterobacter
sakazakii, presentes nas formulas infantis produzidas comercialmente®°.

Estudo que investigou os efeitos da fermentacdo de L. lactis sobre a motilidade
de Salmonella, observou que o efeito inibitério na motilidade ocorreu por uma redugéo do pH

intracelular da bactéria induzido pelo acetato, sugerindo que o L. lactis pode ser utilizado para
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atenuar acao de bactérias patogénicas, uma vez que a motilidade bacteriana esta fortemente
associada a viruléncia®®.

Estudo que determinou as atividades inibitorias de substancias secretadas de espécies
BAL selecionadas em co-cultura com L. monocytogenes ou S. Enteritidis concluiu que as
espécies selecionadas para estudo reduziram as cargas de patdgenos nos alimentos,
especialmente para microrganismos que requerem altas doses infecciosas para estabelecer
uma infecgao®.

Estudo que avaliou as propriedades antimicrobianas de cepas de Lactobacillus
plantarum isoladas de queijos e reconheceram a importancia dessas cepas quanto a atividade
antagonica verificou que Lb. plantarum inibiu o crescimento de S. enteritidis, observado apds
24 horas de incubagio®.

Outro estudo vem comprovar essa acdo inibitoria de produtos de bactérias
pertencentes ao grupo BAL, como demonstrada a atividade antimicrobiana de L. acidophilus
sobre C. sakazakii, ao se adicionar o lactobacilo a formulas infantis, apesar de ndo se saber ao
certo qual metabolito promoveu essa inibicdo®*.

As infeccBes por E. sakazakii em recém-nascidos, adultos e idosos podem apresentar
diversos sintomas. Nos recém-nascidos, as infecgdes podem estar associadas a meningite,
conjuntivites, enterocolite necrosante, bacteremia e/ou sepses. Das doengas
gastrointestinais a mais frequente em recém-nascidos prematuros € a enterocolite
necrosante>>.

Em 2001, Van Acker e colaboradores relataram um surto de infeccdo por E. sakazakii,
onde 12 criangas recem-nascidos em uma maternidade localizada na Bélgica, foram
infectadas, sendo que duas delas foram ao 6Obito, este caso ficou conhecido como “Surto da
Bélgica™®,

Em 2003, Barreira e colaboradores relataram um caso de infec¢do por E. sakazakii em
bebé de 14 dias, no Hospital Universitario da Universidade de S&o Paulo, em que a crianga
teve meningite devido a bactéria. Devido as complicagdes decorrentes da infeccdo como

edema cerebral e hemorragia, a crianga faleceu no 15° dia de internag&o®’.
Concluséo
O presente estudo mostrou que o extrato metabdlico secundario de L. lactis inibiu

significativamente as cepas de E. coli, E. sakazakii e S. enteritidis. A0 mesmo tempo que

promoveu o crescimento das cepas L. lactis e E. faecalis. Assim, esses metabdlitos podem ser
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eficazes para definir estratégias futuras para o controle bioldgico de E. coli, E. sakazakii, S.

enteritidis. Mais estudos s&do necessarios para investigar os componentes

metabolicos responsaveis pela atividade antimicrobiana.
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4 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o extrato metabolico secundario de L. lactis inibiu
estatisticamente as cepas de E. coli, E. sakazakii e S. enteritidis. Ao mesmo tempo, o0 extrato
metabolico de L. lactis promoveu o crescimento consideravel das cepas L. lactis e E. faecalis.
Assim, esses metabdlitos podem ser eficazes para definir estratégias futuras para o controle
bioldgico de E. coli, E. sakazakii, S. enteritidis. Mais estudos sdo necessarios para investigar

0s componentes metabdlicos responsaveis pela atividade antimicrobiana.
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encaminhadas eletronicamente ao autor para
correspondéncia, o qual devera retornar o artigo revisado aos
editores na data estipulada, pelo sistema online. O autor para
correspondéncia devera explicar ou comentar as alterages
introduzidas no texto.

O autor para correspondéncia recebera uma mensagem
eletronica sempre que houver alteracdo do status do artigo.

N&o é necessario ser associado da Sociedade Brasileira de
Microbiologia para submeter artigo para publicagao.

Todos os cientistas, brasileiros ou estrangeiros, sao
convidados a submeterem artigos para publicagao.

ETICA

O(s) autor(es) devem informar, no texto do artigo, se o
projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa de sua Instituicdo, em consoante a Declaracdo de
Helsinki (http://www.ufrgs.br/HCPA/gppg/helsin5.htm). Nos
trabalhos experimentais que envolvem animais, as normas
estabelecidas no "Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals" (Institute of Laboratory Animal Resources, National
Academy of Sciences, Washington, D. C. 1996), e os
"Principios Eticos na Experimentacdo Animal do Colégio
Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA -
http://www.cobea.org.br/index.php?pg=Principios%?20Eticos)
devem ser respeitados.

Preparo do artigo

O Artigo deverd ser submetido como um Gnico arquivo em WORD. Este arquivo deve
conter texto, figuras, tabelas, etc. Serdo aceitas apenas submissées de artigos redigidos
em inglés.

Para artigos originais, o arquivo em WORD deve conter:

o Titulo

« Autores e Afiliagdes

+ Resumo (200 a 250 palavras)
* 3 a5 palavras-chave
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« Introducdo

« Material e Métodos

+« Resultados

« Discussbes

« Agradecimentos (opcional)
« Referéncias

Para artigos de revisdo, o arquivo em WORD deve conter:

« Titulo

« Titulo resumido

+« Resumo (200 palavras)

« 3 a5 palavras-chave

+« Texto

« Agradecimentos (opcional)
« Referéncias

Os artigos devem ser digitados com espaco duplo, margens de 3 cm e numerados
seqliencialmente. As linhas das paginas do artigo devem ser numeradas. Os editores
recomendam que antes da submissédo o artigo seja lido de forma critica por alguém
fluente em lingua inglesa. Os artigos escritos com inglés de baixa qualidade ndo serdo
aceitos.

Artigos Originais e Artigos de revisdo deverdo conter até, no maximo, 20 paginas,
incluindo referéncias tabelas e figuras.

Abreviaturas e simbolos devem seguir as recomendacdes da IUPAC-IUB Comission
(Comission on Biochemical Nomenclature, Amendments and Corrections). As unidades de
medida devem seguir o Sistema Internacional de Unidades.

SUGESTOES DE REVISORES

Os autores poderdo enviar sugestdes de revisores para avaliagdo dos artigos. Deverdo
constar as seguintes informagdes: nome; e.mail e Instituicdo de Origem.

USO DE EXTRATOS DE PLANTAS EM EXPERIMENTOS MICROBIOLOGICOS

Artigos que apresentarem estudos com extratos de plantas, ou extratos de outras
substancias complexas, serdo aceitos apenas apos identificacdo dos compostos.

Os autores podem precisar, ou desejar, fazer uso de servicos de edicdo de linguas para
melhorar a qualidade do inglés e, portanto, a qualidade final do texto. Este tipo de
assisténcia é recomendada antes mesmo da submissdo dos artigos ou, no caso de
solicitacdo pelos revisores, antes do artigo ser definitivamente aceito para publicacao.
Autores que ndo sdo nativos de lingua inglesa que desejem assisténcia na escrita em
inglés podem considerar as seguintes sugestdes:

« American Journal Experts: http://www.JournalExperts.com?rcode=BSM1

« Joanne Roberts: joroberts@uol.com.br

* ATO Tradugdes: www.atotraining.com.br

« Prof. Julian D. Gross, University of Oxford, Oxford Biomedical Editors:
julian.gross@pharm.ox.ac.uk

« BioMed Proofreading LLC: http://www.biomedproofreading.com
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ORGANIZACAO
O Titulo deve ser conciso, ndo conter abreviagdes e indicar claramente o tema do artigo.

Expressdes como "Effects of", "Influence of", "Study on", etc, devem ser evitadas. Os
cuidados na escolha das palavras do titulo sdo importantes, pois sdo usadas em sistemas
eletrénicos de busca.

O Resumo deve resumir o conteldo basico do artigo. Ele deve ser representativo do
texto. Nao deve conter referéncias, tabelas nem abreviacbes pouco usuais. Sdo de
grande importancia, pois serdo lidos por muitas pessoas que ndo tém acesso ao artigo
completo.

A Introducgao deve oferecer informagdes que possibilitem ao leitor avaliar
adequadamente os resultados apresentados no artigo sem que obrigatoriamente tenha
que recorrer a literatura corrente. No entanto, a introdugdo nao deve ser uma extensa
revisdo de literatura. Deve informar claramente as justificativas e os objetivos do artigo.

Os Materiais e Métodos devem proporcionar informacgdes suficientes para que outros
pesquisadores possam reproduzir o trabalho. A repeticdo de detalhes de procedimentos
gue ja tenham sido publicados em outros artigos deve ser evitada. Se um método
publicado for modificado, tais modificagdes devem estar claras no artigo. Fontes de
reagentes, meios de cultura e equipamentos (empresa, cidade, estado e Pais) devem ser
mencionadas no texto. Nomes que sdo marcas registradas devem ser claramente
indicados. Subtitulos podem deixar este tépico mais facil de ler e entender.

Os Resultados devem, por meio de texto, tabela e/ou figuras dar os resultados dos
experimentos. Se o item Discussao for incluido, evite interpretacées extensas dos
resultados, pois isto devera ser feito na discussdo. Se os Resultados e Discussdes
forem redigidos concomitantemente, entdo os resultados devem ser discutidos no local
mais apropriado do texto. Tabelas e figuras devem ser numeradas em algarismos
arabicos. Todas as tabelas e figuras devem ser mencionadas no texto.

O local aproximado das tabelas e figuras no texto deve ser indicado.
O item Discussao deve discutir os resultados em funcao da literatura citada.

As Referéncias devem ser redigidas em ordem alfabética e comegar pelo Ultimo nome
do primeiro autor. Todos os autores devem ser citados. As citagdes no texto devem ser
escritas pelo ultimo nome do primeiro autor, seguido pelo ano de publicagdo. Como
exemplo, tem-se: "... while Silva and Pereira (1987) observed that resistance depended
on soil density" ou "It was observed that resistance depended on soil density (Silva and
Pereira, 1987)." Para a citacdo de dois ou mais artigos do mesmo autor, liste em ordem
cronologica sendo que os anos devem ser separados por virgula (exemplo: Freire-Maia et
al., 1966a, 1966b, 2000; Hene 2010; Padonou et al., 2012). Os nomes dos periddicos
devem ser abreviados de acordo com o BIOSIS. Todas as referéncias incluidas na lista
final devem ter sido citadas no texto e todas as referéncias mencionadas no texto devem
aparecer na lista final.

Exemplos:

a. Artigos de Periodicos
Brito DVD, Oliveira EJ, Darini ALC, Abdalla VOS, Gontijo-Filho PP (2006) Outbreaks
associated to bloodstream infections with Staphylococcus aureus and coagulase-
negative Staphylococcus spp in premature neonates in a university hospital from
Brazil. Braz J Microbiol37:101-107.
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b. Artigos ou Capitulos de Livro
Franco BDGM, Landgraf M, Destro MT, Gelli DS, (2003) Foodborne diseases in
Southern South America. In: Miliotis, M.D., Bier, 1.W.(eds). International Handbook
of Foodborne Pathogens. Marcel Dekker, New York, USA, 733-743.

c. Livros
Montville TJ, Matthews KR (2005) Food Microbiology - an introduction. ASM Press,
Washington, D.C.

d. Patentes
Hussong RV, Marth EH, Vakaleris DG. January 1964. Manufacture of cottage cheese.
U.S. Pat. 3, 117, 870.

e. Teses e Dissertacoes
Santos MVB (2005) O papel dos anticorpos contra os componentes da parede
celular de Paracoccidioides brasiliensis na evolugdo da doencga experimental. Sdo
Paulo, Brasil, 110p. (M.Sc. Dissertation. Instituto de Ciéncias Biomédicas. USP).

f. Comunicacdoes em Eventos (Simpésios, Conferéncias, etc)
Silveira TS, Martins JL, Abreu FA, Rosado AS, Lins UGC (2005) Ecology of
magnetotatic multicelular organisms in microcosms. XXIII Congresso Brasileiro de
Microbiologia, Santos, SP, p. 272.

g. Publicagbes na Web
Abdullah MAF, Valaitis AP, Dean DH (2006) Identification of a Bacillus thuringiensis
Cry11 Ba toxin-binding aminopeptidase from the mosquito Anopheles
quadrimaculatus. BMC Biochemistry. http://www.biomedcentral.com/1471-
2091/7/16

h. Webpage
U.S. Food and Drud Administration. 2006. Enjoying Homemade Ice Cream without
the Risk of Salmonella Infection. Available at: http://www.cfsan.fda.gov/~dms/fs-
eggs5.html. Accessed 26 May 2006.

As citacdes do tipo "personal communication" ou "unpublished data" devem ser evitadas,
embora se reconhegam que, eventualmente, elas possam ser usadas. Nestes casos, elas
devem ser citadas no texto e ndo na lista final de referéncias. As referéncias que
consistem de artigos que foram "aceitos para publicacdo" ou "no prelo" sdo aceitdveis. No
entanto, as referéncias dos artigos que sdo "submetidos" ou "em preparag&o" ndo sdo
aceitas.

AGRADECIMENTOS: Esta segdo é opcional. Ela reconhece a assisténcia financeira e
pessoal recebida para execucdo do trabalho.

TABELAS: devem ser inseridas no texto de acordo com que sdo citadas e numeradas
seqlencialmente por algarismos arabicos. O titulo deve ser colocado acima da tabela e
deve ser curto, porém representativo, com descrigdo completa da informagdo contida na
tabela. Cabecalhos e rodapés devem ser concisos, com colunas e linhas cuidadosamente
centralizadas. Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reproducdo. Por favor,
abra o link abaixo para ver os requisitos necessarios para se obter a resolugdo adequada.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image quality table.html)

FIGURAS: devem ser inseridas no texto de acordo com que sdo citadas e numeradas
seqliencialmente por algarismos arabicos. Os dados que foram apresentados em tabelas
ndo devem ser repetidos na forma de figuras. As legendas devem ser colocadas abaixo
das figuras. Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reproducdo. Por favor, abra
o link abaixo para ver os requisitos necessarios para se obter a resolugdo adequada.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image quality_table.html)

FOTOGRAFIAS: Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reprodugdo. Por favor,
abra o link abaixo para ver os requisitos necessarios para se obter a resolugdo adequada.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/image quality table.html)

Conflitos de Interesses
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E politica do periddico Brazilian Journal of Microbiology que qualquer pessoa envolvida no
processo de publicacdo (autores, revisores, membros do corpo editorial e assistentes)
deve estar isenta de conflitos de interesses que possam influenciar negativamente o
parecer, a objetividade e a lealdade a seus autores. O BIM reconhece que qualquer
conflito de interesse detectado deve ser prontamente comunicado e rapidamente
resolvido. Conflitos de interesses em publicagdes podem ser definidos como condicbes
nas quais um individuo possui conflito ou competicdo de interesses que podem resultar
em decisdes editoriais tendenciosas. Os conflitos de interesses podem ser potenciais,
percebidos ou factuais. Consideragbes pessoais, politicas, financeiras, académicas ou
religiosas podem afetar a objetividade de diferentes formas.

DIREITOS AUTORAIS

Os autores dos manuscritos aprovados deverdo encaminhar para BJM (Fax: 55 11-3037-
7095; bjm@sbmicrobiologia.org.br), previamente a publicacdo, a declaragéo de
transferéncia de direitos autorais, assinada por todos os co-autores (ver formulario
abaixo) ou por pelo menos um dos autores que concorda em informar os outros autores.

Transferéncia de "Direitos Autorais”

"O(s) autor(es) abaixo assinado(s) afirmam que o artigo é original, que ndo infringe os
direitos autorais ou qualquer outro direito de propriedade de terceiros, que nao foi
enviado para publicacdo em nenhuma outra revista e que n&o foi publicado
anteriormente. O(s) autor(es) confirma(m) que a versdo final do manuscrito foi revisada
e aprovada por ele(s). Todos os manuscritos publicados tornam-se propriedade
permanente do Brazilian Journal of Microbiology e ndo podem ser publicados sem o
consentimento por escrito de seus Editores."

Artigo n©.

Titulo do Artigo:

Nome(s) do(s) Autor(es) Assinatura(s)

Data: / /

[Home] [Sobre esta revista] [Corpo editorial] [Assinaturas]

Todo o contetido do periddico, exceto onde esta identificado, esta licenciado sob uma Licenga
Creative Commons

SBM

USP- ICB III - Dep. de Microbiologia
Sociedade Brasileira de Microbiologia
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