UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

IVANA DE CASSIA RAIMUNDO

CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICAE
AVALIACAO DE PROPRIEDADES

IMUNOMODULATORIA E INIBITORIA DO

KEFIR SOBRE SALMONELA TYPHIMURIUM

LAVRAS-MG
2013



IVANA DE CASSIA RAIMUNDO

CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA E AVALIACAO DE
PROPRIEDADES IMUNOMODULATORIA E INIBITORIA DO KEFIR
SOBRE SALMONELA TYPHIMURIUM

Tese apresentada a Universidade Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do programa de Pos-

Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos para obtencéo do
titulo de Doutor.

Orientadora

Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli

LAVRAS - MG
2013



Ficha Catalogréfica Elaborada pela Coordenadoria dé’rodutos e

Servicos da Biblioteca Universitaria da UFLA

Raimundo, Ivana de Cassia.
Caracterizacdo microbiolégica e avaliacdo depnedades
imunomodulatéria e inibitéria do kefir sobr&almonella

typhimuriunv Ivana de Cassia Raimundo. — Lavras : UFLA, 2013.

95 p. :il.

Tese (doutorado) — Universidadddfal de Lavras, 2013.
Orientador: Roberta Hilsdorf Rilic
Bibliografia.

1. Probiéticos. 2. Kefir - Res@osnunoldgica. 3. Leveduras.
Antagonismo. 5.Lactobacillus spp. I. Universidade Federal d
Lavras. Il. Titulo.

CDD - 663.9

e



IVANA DE CASSIA RAIMUNDO

CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA E AVALIACAO DE
PROPRIEDADES IMUNOMODULATORIA E INIBITORIA DO KEFIR
SOBRE SALMONELA TYPHIMURIUM

Tese apresentada a Universidade Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do programa de POs-
Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos para obtencéo
do titulo de Doutor.

APROVADA em de setembro de 2013.

Dr. Luiz Ronaldo de Abreu UFLA
Dr. Victor Maximiliano Reis Tebaldi UFLA
Dr. Disney Ribeiro Dias UFLA
Dr. Allan Kardec Carlos Dias FACULDADE KENEDY

Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli
Orientadora

LAVRAS — MG
2013



AGRADECIMENTOS

A Deus, por sempre estar ao meu lado iluminado anintia e minhas
conquistas.

Ao meu marido Luiz Carlos Mussel, amor incondiciona

A minha filha Laura Magalhaes, pela paciéncia dahaiauséncia e
carinho nas horas dificeis.

A minha orientadora Professora Roberta HilsdorE®icque por mais
vez acreditou em meu trabalho, minha eterna gatida

Ao professor Jaques Robert Nicoli pelas orientacdes

A minha amiga e irma Fernanda Delvivo, pelo carjrdwnpanherismo
e por fazer parte de minha vida.

A professora Dra. Rosa pela disponibilidade das lisasa
histopatolégicas.

Ao professor Carlos Rosa pelo acompanhamento entaciges de
identificacGes de leveduras.

A professora Dra. Ariane Barata, pelas orientacdess analises
imunoldgicas.

A todas as pessoas que contribuiram pela realizéesio trabalho.



RESUMO

Existem evidéncias dos benéficos dos probidticoefedo barreira e
modulacéo da fungdo imunolégica, reduzindo a tomaglao bacteriana (TB). Os
objetivos desse estudo foram identificar a micrnzbido kefir, avaliar a
susceptibilidade a antimicrobianos ldectobacillusspp, a atividade antagonista
in vitro, o papel destes no processo de translocacao ibaeteteSalmonella
entericasorovarTyphimurium, e determinar os niveis intestinaidE-Y, IL-

10 e intestinal de IgA quando os animais sdo aliats ou ndo com Kefir. A
identificacdo de bactérias laticas foi realizada @aodlise restritiva do DNA
ribossomal e a das leveduras foi realizada pelid#de chaves taxondmicas e
confirmadas pelo sequenciamento da regido D1/D2uminidade maior do
rDNA, sendo isoladas 10 linhagens pertencentes empécies diferentes do
género Lactobacillus e trés espécies de leveduras. Avaliacdo da
susceptibilidade aos antimicrobianos foi feita pakétodo de diluicdo em Agar
(NATIONAL COMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS
NCCLS, 2007) e mostrou que todos os isolados faansiveis a ceftriaxena e
resistentes a tetraciclina e cloranfenicol. O tedte antagonisman vitro,
realizado segundo a metodologia descrita por T&ggani e Wannamaker
(1976) demonstrou a producdo de substancias arnstgmmpor quase todos 0s
isolados contra todos os indicadores, exdésteria monocytogene€Em dois
grupos de camundongos que foram tratados (I) etna@ados (II) com kefir
durante dez dias, o IgA realizado por ELISA nodtuido intestino delgado
mostrou que e a concentracao foi maior no grugd b determinacéo de INF-y
e IL-10 no soro dos animais, também por ELISA, mmastiNF-y maior no
grupo Il e IL-10 maior no grupo |. Em dois outgrsipos de camundongos que
foram tratados (I) ou ndo tratados (ll) com kefurahte dez dias e entéo
desafiados por via oral co8 Typhimurium, a TB ocorreu em maior proporgcao
no figado e baco do grupo Il. O exame histopatothgnostrou danos mais
graves no intestino e figado dos animais do grupsnimais tratados com kefir
apresenta maior concentracdo de IgA no fluido fim@ise de IL-10 no soro e
menor de INF-y no soro, o que poderia explicar ud e lesdes
histopatolégicas menores quando desafiados&dryphimurium.

Palavras-chave: Probidticos. KefirSalmonella. Typhimurium Resposta
Imunolégica.Lactobacillusspp. Leveduras. Antagonismo.



ABSTRACT

There are probiotics benefits evidences in the idrareffect and
immunologic function modulation, reducing the baetetranslocation (BT).
The objectives of this study involved identifyingfik microbiota, evaluate the
susceptibility td_actobacillusspp antimicrobial, then vitro antagonist activity,
their role in the bacterial translocation procegsSalmonella entericaorovar
Typhimurium, and determine the intestinal leveldNf-Y, IL-10 and intestinal
of IgA when the animals are fed or not with Kefiactic bacteria identification
was established through ribosomal DNA restrictivalgsis and regarding the
yeasts it was realized by the taxonomic keys teghlmiand confirmed
sequencing the D1/D2 region of the rDNA largestusiith being isolated 10
strains which belonging to Bactobacillusgenus different species and three
species of yeasts. The evaluation of the suschtitd antimicrobial was
accomplished by the agar dilution method (NCCLR)@&nd it showed that all
of the isolates were ceftriaxena sensitive anddgtiine and chloramphenicol
resistant. Thén vitro antagonism test, conducted according to the metoggo
described by Tagg et al. (1976) showed the prodocf antagonistic
substances for almost all of the isolated agailhsif dhe measures, bultisteria
monocytogenedn two groups of mices that were treated (l) antteated (II)
with kefir during ten days, the IgA conducted byISA in the small intestine
fluid showed that and the concentration was higinergroup 1. Since the
determination of INF-y and IL-10 in animals seruatso by ELISA, showed
bigger INF-y in group Il and bigger IL-10 in groupin two other mice groups
which were treated (I) or untreated (Il) with kefiar ten days and then orally
challenged withS. Typhimurium, the TB occurred in greater propartio the
liver and spleen of group Il. The histopathologieahmination showed bigger
damage in the intestine and liver of the animalsgafup Il. Kefir treated
animals presents IgA larger concentration in thesiinal fluid and of IL-10 in
the serum and less of INF-y in the serum, whichhinéxplain a BT and smaller
histopathological lesions when challenged V@t yphimurium.

Keywords: Probiotics; KefirSalmonella Typhimurium Immune Response; ssp
Lactobacillus Yeasts, Antagonism.
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1 INTRODUCAO

A populacdo contemporanea com seu estilo de vidia e@z mais
cadtico esta se tornando propicia e vulneravel encks degenerativas
relacionadas com o sedentarismo e com habitos rattames incompativeis com
suas necessidades fisiolégicas. O consumo de dbmefermentados
adicionados de probi6ticos diariamente tem mostraeihorias na qualidade de
vida humana e maior longevidade. Estes alimentos cefsiderados como
funcionais, pois além cumprir seu papel basicoseresal de fornecer energia e
proporcionar nutricdo adequada para quem o0s comspnsdo também
responsaveis por agregar notérias melhorias noidoamento do organismo
humano, com processos que ndo estdo vinculados caitricdo convencional,
sendo capazes de promover a saude.

Estudos relacionados as esses alimentos buscameneiadd
caracteristicas que possam indicar que a particasumo diario e regular
desses produtos fermentados eles sejam capazegidecoao alimento
nutraceutico, proporcionando assim novas alterastipara profilaxia e, ou
terapéutica de doencas das mais variadas etiolagia® cancer, estresse,
hipertensao, hipercolesterolemia e terapéuticandmaiis.

O processo de elaboragcdo dos alimentos fermentadio®nados de
probidticos esta relacionado diretamente com aesughtacdo da matéria prima
com micro-organismos vivos que alteram suas cafstitas sensoriais e
nutricionais obtendo-se assim produtos diferencatdomelhor digestibilidade e
gue proporcionam beneficios a vida de seu hospedeivido a colonizagéo
gastrintestinal tornando-os menos susceptivel agdge Existem diversos tipos
de alimentos com probiéticos em estudo, sendo & m&évante o iogurte
adicionados d8ifidobacteriumspp ou dd.actobacillusspp, e o kefir, originario

das montanhas do Caucaso.
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Kefir € uma bebida levemente acida, cujo pH vaniree4,2 e 5,5, ou
menor, podendo ser obtido pela fermentagéo dedeitde dgua adicionada de
rapadura por bactérias do acido latico e diferelete=duras. Sua propagacédo se
da por grdos de consisténcia gelatinosa, cuja agior estd relacionada
diretamente com o substrato utilizado na fermewotaC& graos sdo compostos
pela associacdo simbidtica complexa de bactéria&lo datico e leveduras,
encapsuladas por uma trama de polissacarideosies®lque sdo secretados
por alguns desses micro-organismos.

O efeito benéfico do consumo de kefir € bem codibe@uxiliando na
digestdo dos alimentos e na protecdo da microlntégtinal bem como seus
efeitos sobre o sistema imunoldgico, atividade tamibrais,
hipocolesterolémicos e cicatrizante quando usadelaboracdo de pomadas
(FURUKAWA; MATSUOKA; YAMANAKA, 1990; KUBO; ODANI,
NAKAMURA, 1992; RODRIGUES et al.,2005; TAMAI et al., 1996;
THOREUX; SCHMUCKER, 2001; ZACCONI, 1995). Estudogstram que o
kefir, quando associadolactobacillus acidophilusauxilia na recuperacdo da
microbiota intestinal de pacientes submetidos a ibiatitoterapia
(SCHNEEDORF; ANFITEATRO, 2004).

Diversos fatores da constituicAo microbiana e daas sinteracdes
bioguimicas podem estar envolvidos no efeito pootdb kefir. A inibicdo do
crescimento de patdgenos parece estar associadefe#o bactericida e
bacteriostatico do lactato e acetato em suas fom@msasciadas. Também ha
registros de protecao pela sintese de bacteriocinas

Existe uma variedade muito grande de aplicacOesisigenséo do kefir,
algumas ja com evidéncias cientificas outras dedsata popular.

Portanto os objetivos desse estudo foram ideatifec microbiota do
kefir, avaliar a susceptibilidade a antimicrobiames Lactobacillus spp, a

atividade antagonistén vitro, o papel destes no processo de translocacdo
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bacteriana d&almonella entericaorovarTyphimurium, e determinar os niveis
intestinais de INF-Y, IL-10 e intestinal de IgA o os animais séo

alimentados ou ndo com Kefir.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O sistema imunoldgico

O sistema imunoldgico é a defesa natural do organisontra micro-
organismos e outros agentes invasores. Ele é compos varias células e
moléculas sinalizadoras podendo ser dividido ertersid imune inato, que
envolve o reconhecimento ndo especifico do agegressor, e sistema imune
adaptativo, que inclui o reconhecimento especifieo epitopos do agente
agressor e 0 posterior envolvimento de uma sériecalalas e citocinas,
responsaveis por induzir a resposta imune celylaughumoral. Logo apés o
reconhecimento de um patégeno, ocorre uma resppstpriada visando a sua
eliminacdo ou neutralizacdo. A exposicdo subsequant mesmo patégeno
induz uma resposta de memdria imunologica, caiaatéa por ser mais rapida
intensa e especifica (ANDERSEN et al., 2006).

O intestino possui sistema imune complexo e difgeglo que permite
tolerar uma carga massiva de antigenos dietética® anicro-organismos
comensais. Ao mesmo tempo é capaz de reconheegitam micro-organismos
que podem desafiar as defesas do corpo (BOURLIOWUA. €2003). O tecido
linfoide associado ao intestino (GALT) representanaior massa de tecido
linfoide no corpo humano, contendo aproximadamer®@o de todos os
linfécitos, sendo que a maioria dos anticorpos yrathbs por individuos
saudaveis € do tipo IgA, secretada pelo epitélintestino (ISOLAURI et al.,
2001; MULLER; MAC PHERSON, 2006). O GALT ¢é divididem sitios
indutores e efetores. Os sitios indutores inclusraséruturas mais organizadas,
tais como: a) linfonodos mesentéricos que funcionamo uma segunda linha
de defesa dos tecidos linfoides organizados, filtpao contelido dos vasos

linfaticos mesentéricos; b) placas de Peyer que feiculos linfoides
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especializados na parede do intestino delgado gotm células B virgens,
células dendriticas foliculares e areas ricas enfoditos T (SPAHN;
KUCHARZIK, 2004); c) foliculos linfoides isoladogue sdo agrupamentos de
100 a 200 linfécitos B, localizados ao longo de#tino; e d) placas das criptas
caracterizadas por agrupamentos organizados deimpiaamente 1000 células
localizadas na base das criptas intestinais delgasi®itios efetores incluem a
lamina prépria e linfocitos intraepiteliais (HAMADAet al., 2002;
NEWBERRY; LORENZ, 2005).

Os tecidos linfoides difusos sdo compostos de pasos produtores de
IgA e células T maduras. As células efetoras emaonse dispersas pela
mucosa intestinal, sendo que a maioria dos lird6ci intraepiteliais tem o
fenétipo CD8 (citotoxicos ou supressores), enquastdinfocitos T da lamina
prépria apresentam o fendtipo CD4 (auxiliares). &niha propria também
contém linfécitos da linhagem B, células B de memérplasmacitos, sendo 70
a 90% desses produtores de IgA (BOURLIOUX et 2003).

As citocinas sao glicoproteinas reguladoras irtatares mobilizadoras
de células envolvidas na imunidade bem como naostspinflamatéria
adaptativa do hospedeiro, crescimento, diferencgiagh morte celular,
angiogénese e processos de desenvolvimento e repao auxiliam a
restauracdo da homeostase. Elas sdo geralmenteizipas por qualquer tipo
celular nucleado em resposta a um estimulo no&@@KMANN; KAGNOFF,
2001; OPPENHEIM, 2001).

A IgA é a classe de anticorpo predominante em asugiecrecdes
externas que possuem varias funcfes que servem qoandater agentes
infecciosos, tais como bactérias e virus. Além ajigrande parte da IgA
secretada na mucosa intestinal, diariamente, @idfricontra a microbiota
comensal, em uma via independente do auxilio d&cites T, sendo
considerada parte do sistema imune inato (FAGARASAGNJO, 2002; MAC
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PHERSON et al.2000; WOOF; MESTECKY, 2005). A IgA secretora (IgAs)
um dos principais fatores que previnem a transBedtgacteriana, que pode
resultar em sepse e morte no hospedeiro (BOLLINGER., 2003; EVERETT
et al., 2004). Experimentos realizadasvivo e in vitro (WIJBURG et al.,
2006), demonstraram o papel de IgAs contra infepg&®. Typhimurium em
camundongos nocaute para o receptor de imunoghabplblimérica, onde foi
observada uma invasdo maior das placas de Peyarneudosa intestinal em

comparagdo com o grupo controle.

2.1.1 Alimentos funcionais

“Alimento funcional” € um conceito relativamenteeate, que tem sua
origem no Japéo. Na década de 80, o governo japanésu trés programas de
pesquisa sobre propriedades funcionais de alimeqptestrariam beneficios a
saude. Assim, em 1991, uma nova categoria de alimdni definida como:
alimentos para uso especifico em sauBHeod for Specific Health Use
FOSHU), com resultados promissores, tanto sob toptmvista da melhoria da
qualidade de vida quanto do ponto de vista ecor@financeiro. Logo o0s
Estados Unidos e a Europa iniciaram estudos datiiaeza (ASHWELL, 2002).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sang#dANVISA) segue
a mesma linha de definicdo ao caracterizar umariedaae funcional para um
alimento, para fins de registro e rotulagem, coemale “aquela relativa ao papel
metabdlico ou fisiolégico que o nutriente ou nadrirate tem no crescimento,
desenvolvimento, manutencao e outras fun¢des nemoadrganismo humano”
(BRASIL, 1999b; BRASIL, 1999c). Tal definicdo prawéda Comissédo de
Assessoramento Técnico-cientifico em Alimentos knas e Novos
Alimentos criada com a atribuicdo de, entre outagsessorar a ANVISA em

assuntos cientificos relacionados nessa area (HRAS99a).
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Por meio da Portaria MS n°® 18, de 30 de abril d#]18 Ministério da
Saulde, define e regulamenta os alimentos funcioBa&sacordo com a norma,
os alimentos funcionais,

sdo consumidos como parte da dieta usual, que peodu
efeitos metabdlicos ou fisiolégicos e/ou com cageae de
reduzirem o risco de doencas cronico-degenerataiés)
das suas fun¢des nutricionais béasicas. Tais pdgiies tém
que ser comprovadas junto as autoridades compstente
quando do registro do alimento ou novo rétulo (BRAS
1999).

O termo “alimento funcional” € o mais utilizado Boasil e no exterior,
embora outros termos sejam também utilizados comaotragénicos,
nutracéuticos, biocéuticospliarmafood, “medical food, “nutritional food”,
“therapeutic food”, “fitness footl dentre outros (ASHWELL, 2002; ROSSI,
2001).

Observa-se que no mundo desenvolvido, no qual esuatidores sédo
mais informados e envolvidos com as causas humarssciais, ha enorme
interesse por alimentos funcionais, ou seja, aquglee oferecem além de
nutricdo, bem-estar e mais qualidade de vida adiwidttuos. Eles agem na
prevencdo e combate a doencas como o cancer eagamndiovasculares.

Pode-se afirmar que o interesse por alimentos duag € motivado,
sobretudo, pela expansédo dos conhecimentos abestifio que diz respeito a
adocdo de uma dieta saudavel. Somado a esse datmre o aumento da
procura por alimentos funcionais, fato que contripara elevar os custos
relacionados aos cuidados com a satde (SIRO 808B).

Ha, portanto, no mundo contemporaneo, um consesize ® conceito
de alimentos funcionais. Eles agem nas funcfesldigicas, protegendo o
organismo contra doengas crénicas ndo degenera&iuagccdes microbianas
(KWAK; JUKES, 2001; MORAES; COLLA, 2006).



22

Para se ter uma ideia, em 2007, s6 no Brasil, daveesses alimentos
chegou a 500 mil délares, valor correspondente asejul% das vendas dos
demais alimentos. E de se notar que aproximadam@sie do total de
alimentos funcionais brasileiros sdo produtos ftidns (CRUZ; FARIA; VAN
DENDER, 2007).

Em suma, os alimentos contendo probiéticos saoogrimportantes de
alimentos, relacionados a areas fisiolégicas buestdiferentes dos alimentos
funcionais usuais — ricos em micronutrientes (ASHW,E2002). Pesquisadores
consideram o grupo dos alimentos contendo probitimuito significativo
(ROSSI, 2001), chegando a considera-los como pems dos alimentos
funcionais (OLIVEIRA, 2003).

O uso de probidticos, com o intuito de beneficimaade, prevenindo e
tratando doengas, aumentou, principalmente, dedidotensa incidéncia de
micro-organismos resistentes a antibiéticos remistr nos Ultimos anos
(MARTINS et al.,2005; NICOLI; VIEIRA, 2003; TEITELBAUM; EALKER,
2002).

Usados nos tratamentos gastrointestinais, os pioigésao usualmente
encontrados em produtos lacteos, iogurtes e outirgeacdes de bebidas lacteas,
como as fermentadas e kefir. Informados, os cordames estdo conscientes de
gue os alimentos fermentados apresentam micro4srgan vivos e de que eles
sdo benéficos a saude (ANTUNES et al.,, 2007; KEMP&Aal., 2008;
VIEGAS, 2008).

2.1.2 Probidticos

Historicamente, existem relatos bastante antigdsesos beneficios
proporcionados pelo consumo de micro-organismossyiprincipalmente as

bactérias acido lacticas. A versdo persa do Anfigetamento, por exemplo,
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atribui a longevidade de Abrado ao consumo de eido. Ja em 76 a.C Plinius,
historiador romano, recomendou a ingestdo dofiefteentado no tratamento da
gastroenterinte (DE VRESE, 2001; TEITELBAUM; WALKER002).

O ganhador do prémio Nobel de 1908, o cientistasousElie
Metchnikoff, sugeriu que o leite fermentado fossado para modular a
microbiota intestinal (NICOLI; VIEIRA, 2003). Eleceeditava que ao consumir
iogurte contendoLactobacillus os camponeses bulgaros aumentavam sua
expectativa de vida, pois, com essa pratica, o muaie bactérias produtoras de
toxinas no intestino era drasticamente reduzidgue favorecia a longevidade
daqueles individuos (TEITELBAUM; WALKER, 2002).

Um passo importante ocorreu em 1930, quando umadeolde
Lactobacilus capaz de sobreviver a passagem pelo trato gasstnal, foi
isolada e cultivada. Na ocasido, a cultura, denadaihactobacillus casessp.
shirota, foi utilizada na producdo do Yakult, leite ferrtemto, que originou, em
1935, a companhia do mesmo nome. A0S poucos, auipasgiminuiu
drasticamente o seu ritmo, s voltando a acelereamente no final do ano de
1950 e inicio de 1960.

Na década de 40, industrias ja produziam leitaadatados em virtude
de diversos trabalhos cientificos que demonstravasn beneficios dos
probidticos (ROSSI, 2001). Existem diversos tipesaimentos adiicionados de
probidticos em estudo, dos quais 0s mais relevasés o0s iogurtes,
suplementados comBifidobacterium spp. ou Lactobacillus spp., e o kefir.
Segundo Otes e Cagindi (2003), o kefir é um alimenin probidtico natural. E
uma bebida levemente acida, com pH variando enee45,5, ou menor,
dependendo do tempo de fermentacéo, e tem sidaroids had milhares de
anos na regido das montanhas do Caucaso, de ondarigéario
(SCHNEEDORF; ANFITEATRO, 2004).
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A origem do termo probiético é grega e significargpa vida” (STEFE,
Alves e Laino, 2008). Em 1965, Lilley e Stillwellinpregaram a palavra
probidtico ao se referirem a certa substancia sataepor determinado micro-
organismo capaz de estimular o crescimento de.oOtrermo, porém, so foi
utilizado com o sentido atual por Parker em 197de @ definiu como
organismos ou substancias capazes de contrib@irgoaquilibrio da microbiota
intestinal (CAPPOLA; TURNES, 2004).

Em 1971, Sperti (apud FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION - FAO / WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO,
2002) definiu probiético como o extrato de tecidgse estimulavam o
crescimento microbiano. Atualmente, o termo sereefe micro-organismos
vivos que quando administrados em quantidades adagiconferem beneficios
a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Eles sdaugmnte encontrados
durante a fermentacdo do leite e seus derivados @SB-COSTE, 1998a),
guando ocorre a producdo de acido latico, por ndmariavel de linhagens
bacterianas (SCHNEEDORF; ANFITEATRO, 2004).

Apesar da definicdo de probidticos focar a impamitnde sua
viabilidade, ha estudos que sugerem que micro-@ges ndo viaveis ou
fracoes de células podem exercer algum efeito lenéKATARIA et al.,
20009).

Os probiéticos, geralmente, sédo usados em terapli@ gara profilaxia
de desordens gastrointestinais. Alteracdes rese#tada mudanca de dieta,
estresse, tratamentos quimioterapicos ou com atitibs podem provocar
diferentes problemas gastrointestinais. Uma miotabéquilibrada influencia a
transformacdo de moléculas produzidas pelo hospeded estado fisiolégico
do seu trato intestinal pela modulagéo da renovaedoélulas epiteliais e do
estado imunoldgico do hospedeiro (FERREIRA, 2000RESTIER et al.,
2001; MAIA et al.,2001).
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Em alimentos, os probiéticos sdo encontrados endupoe lacteos,
como iogurte, kefir, e bebidas lacteas que reptasens principais categorias.
Encontra-se a venda no mercado grande variedadéeitds fermentados
adicionados de probiodticos. Esses produtos, aléposguirem grande aceitacao
pelo publico em geral e excelente valor nutrits@o veiculos em potencial para
0 consumo de probidticos (VIEGAS, 2008).

Probidticos possuem diversos efeitos promotoresadale, alguns ja
reconhecidos pela literatura pertinente. Dentre efsitos profilaticos e
terapéuticos atribuidos aos probiéticos destacamtisdade anti-tumorigénica,
melhora da motilidade intestinal, produ¢do d®Hprevencdo da adesédo das
bactérias patogénicas no intestino, competicdo t@miérias patogénicas,
producdo de metabdlitos capazes de neutralizanasxbacterianam situ ou
pela inibicdo de sua produgédo, reducdo do nivetalesterol, modulacdo da
absorcdo de amobnia, sintese de vitaminas do comBexabsorcdo de calcio,
modulacdo do sistema imunolégico, equilibrio dag&b insulina/glucagon,
reducdo da lipogénese hepatica, catabolismo desteodd e metabolismo das
lipoproteinas  (FURUKAWA; MATSUOKA; YAMANAKA, 1990;
FURUKAWA et al., 1991; GONCHAROVA et al.,1979; KUBO; ODANI;
NAKAMURA, 1992; LINK-AMSTER et al., 1994; ISOLAURISALMINEN;
SALMINEN, 1998; NICOLI et al., 2003; OUWEHAND, 1998; SALOFF-
COSTE, 1998a; TAMAI et al., 1996; THOREUX; SCHMUCKER, 2001;
ZACCONI, 1995).

Rossi (2001) lista varias espécies que podem sasidaradas
probidticos Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrkéc ssp.
bulgaricus, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamsus, Lactobacillus casei
ssp rhamnosus, Streptococcus thermophilus, Bifidadyagn bifidum,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantigfi@obacterium adolescentis,

Pediococcus acidilactici, Lactobacillus reuteri, tErococus faeciume
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Propionibacterium freudenreichii Algumas foram isoladas pela iniciativa
privada e sdo mantidas sob propriedade intelectoaho Lactobacillus casei
ssp.shirota Lactobacillus rhamnosussp. GG, ¢.actobacillus johnsonii

O micro-organismo, para ser considerado probidtleoe apresentar as
seguintes caracteristicas: ser de origem humandJRKACHOPRA; SAINI,
2002; TEITELBAUM; WALKER, 2002); manter-se viavelichinte a estocagem
e transporte; apresentar tolerancia ao pH do saswicp e resistir & agdo da bile
e das secrecbes pancredtica e intestinal; resistiagos e ao oxigénio
(COPPOLA; TURNES, 2004); aderir a mucosa intestmalolonizar, mesmo
que de forma tempordria, 0 trato gastrointestinalpduzir compostos
antimicrobianos e ser metabolicamente ativo nosiime, impedindo ou
reduzindo a aderéncia e a proliferacdo dos patégékdUR; CHOPRA,
SAINI, 2002; SAAD, 2006; TEITELBAUM; WALKER, 2002).

Ja para exercerem suas propriedades funcionajmobgdticos devem
chegar aos sitios ativos em uma forma viavel eagASILIEVIC; SHAH,
2008). Entretanto, esses ndo sdo os Unicos fateoessarios na acdo probidtica,
ou seja, 0 seu nivel de acdo deve ser suficientemelevado (NICOLI,
VIEIRA, 2003).

A quantidade de probiodtico necesséaria para beaefitisalde ndo é
clara. Rossi (2001) defende que os beneficios derotriético somente seriam
alcancados com dosagem diaria d& UBC/dia. A ANVISA recomenda a dose
diaria de 18a 16 UFC/dia (BRASIL, 2007)

Para Nicoli et al (2003), os probiéticos apresentam possibilidades d
aplicacdo para compensar a perturbacdo previseveipcdo) ou instalada
(tratamento) das func¢des da microbiota intestinal.

O Quadro 1 apresenta alguns exemplos de micro-srgas utilizados
como probidticos. Eles sdo, usualmente, componend&s patogénicos da

microbiota humana, como as bactérias produtoras adilo lactico:
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Lactobacillus Pediococcus Leuconostoc Bifidobacterium e alguns
Streptococcug, ainda, uma levedur8accharomyces boulardiBARBOSA et
al., 2006).

Quadro 1 Exemplos de micro-organismos utilizadosaprobidticos

Géneros Espécies

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus linhagehsC1, La5, La7 Gilililand
Lactobacillus casessp shirota, Imunitass, NCC208
Lactobacillus helveticus

Lactobacillus pracasessp eolerans

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus reutueri

Lactobacillus johnsonii

Lactobacillus Lactobacillus plantarum

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus salivarius

Lactobacillus delbrueckiéspbulgaricus
Lactobacillus gasseri

Lactobacillus brevis

Lactobacillus curvatus

Lactobacillus lactis

Lactobacillus cellobiosus

Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium | Bifidobacterium lactis
Bifidobacterium animalis
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium thermophilum

Enterecoccus faecium

Enterecoccus .
Enterecoccus faecalis
Pediococcus Pediococcus acidilactici
Lactococcus Lactococcus lactisp.Lactis
Saccharomyces boulardii
Saccharomyces

Saccharomyces cerevisiae

Fonte: Tamime (2002) e Saad (2006)

De forma genérica, os lactobacilos colaboram nestiig da lactose em
pessoas com intolerAncia a esse dissacarideo. tetebém diminuem a

constipacdo e a diarreia infantil. Além disso, dboem para proporcionar
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resisténcia a acdo das infec¢cBes @almonellae, ainda, para prevenir a
“diarreia dos viajantes” e também para o alivisif@rome do intestino irritavel
(KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008).

Ja as bifidobactérias estimulam o sistema imunotdgi produzirem
vitaminas do complexo B e, também, a inibirem adpgdo de ambénia e
colesterol no sangue e a contribuir para reestedrele microbiota normal, apos
tratamento com antibiéticos (KOMATSU; BURITI; SAARQO08).

Entre os poucos probiéticos que ndo sédo de origemaha, a levedura
Saccharomyces boulardiiossui a seu favor o fato de ter sido exaustivéeanen
testada em laboratério. Usada no combate a vaistdrioios gastrointestinais,
seu uso tem sido sugerido na manutencao da doer@eotin e na prevencao de
diarreia em pacientes que recebem alimentacao tpeafMARTINS et al.,
2005).

2.1.3 Efeitos benéficos na utilizagéo dos probidte

Ainda hoje, os mecanismos de acado dos probidtidosséo totalmente
conhecidos, entretanto, os mecanismos propostos esplicar os efeitos
benéficos dessa acdo sdo os mesmos atribuidogr@binia digestiva normal,
como: imunomodulagdo, protecdo ecoldgica e congdtou nutricional ao
hospedeiro (NICOLI; VIEIRA, 2000).

Ha casos em que também sdo desconhecidos pontostantps do
tratamento, como: dose apropriada para a aplicagdempo indicado para
alcancar o final da terapia; efeitos da interagéomtobidticos com os alimentos
no intestino e da interacdo entre os micro-orgamssprobidticos misturados
(CARPUSO; FAVE; MORELLLI, 2008).

Mesmo com essas pendéncias, sdo incontestaveisnefidios do seu

uso. Entre as aplicacBes clinicas dos probitticessaltam-se: tratamento de
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caries dentérias, demartites atopicas, infeccGepiratdrias, intolerancia a

lactose, sindrome do intestino irrithvel, cancefed¢Bes vaginal, infeccdo por
Helicobacter pylori e pancreatites (CARPUSO; FAVE; MORELLI, 2008;
DOUGLAS; SANDERS, 2008).

As consideracdes a seguir explicam a acdo dos@icis e seus efeitos

sobre o organismo humano:

a)

b)

d)

Intolerdncia a Lactose: Muitos autores considerame s
probidticos contribuem para melhorar a digestadadense e para
eliminar os sintomas de intolerdncia. Acredita-see gqos
mecanismos de acdo envolvem alteracdo do pH imbsti
expressao da enzima B-galactosidade, efeitos lbeséfiobre as
funces intestinais e microbiota do célon (DE VRESEI., 2001;
GILL; GUARNER, 2004; LOMER; PARKES; SANDERSON,
2008; VASILJEVIC; SHAH, 2008).

Prevencdo e Reducdo dos Sintomas de Diarreia: O doso
probidticos tem se mostrado eficiente para combatetiarreia
infantil e as que acometem viajantes, reduzindopmvenindo
sintomas (FOOKS; GIBSON, 2002; HUANG et al, 2002;
NOMOTO, 2005; SULLIVAN; NORD, 2002).

Inibicdo de Helicobacter pylori Estudos indicaram que o0s
probidticos contribuem para reduzir a carga mi@ohi e a
inflamacdo provocada pelélelicobacter pylori em animais e
humanos, entretanto, nenhum estudo identificouradieacédo do
patdogeno (FEDORAK; MADSEN, 2004; FLOCH; MONTROSE,
2005).

Prevencdo de Doengas Inflamatérias do Intestind):(Bl doenga

inflamatoria do intestino é uma manifestagéo crermcrecorrente
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que afeta o intestino delgado e o célon. A mani@idaerapéutica
da microbiota intestinal normal por meio da adigé@robidticos é
uma opcao que tem dado bons resultados (MUTLU; FARH
KESHAVARZIAN, 2002; REIF; KELLY, 2010).

2.1.4Kefir

Também conhecido por kefir, kafir, kipp, e kefhdr,palavra parece
oriunda do vocabulo turckeif, que significa “estar-bem”. Ha controvérsias em
relacdo ao termo propriamente ditSegundo a resolugdo n° 5, de 13 de
novembro de 2000, do Ministério da Agricultura, lRet@ e Abastecimento
entende-se por kefir o produto cuja fermentacioestiza com cultivos de
acidolacticos elaborados com gréos de Keéfagtobacillus kefir,espécies dos
génerod_euconostoc, Lactococcus e Acetobactan producéo de 4cido lactico
etanol e diéxido de carbono (BRASIL, 2000).

Diante de sua acdo, a FAO/WHO (2002) sugeriu urfiaico do kefir
baseada na composicdo dos gréos e do produto dinaeja, leite fermentado

produzido pela inoculagédo de graos de kefir owcaliniciadora, composta por
Lactobacillus kefir, espécies dos génerokeuconostoc, Lactococcus
Acetobacter, leveduras fermentadoras ou ndo de lactose crescemdo
sinergismo.

Na Europa Oriental a ideia de que o kefir é capazptbmover
beneficios a salde é antiga, uma vez que é coad@em probidtico natural
(RODRIGUES et al.,2005). Sua microbiota ativa é composta por grande
variedade de micro-organismos que auxiliam na agdotra organismos
patogénicos, na manutencdo da microbiota do trastrgintestinal e no
processo de digestao (LEE et 2D06).
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Os gréos de kefir e seu sobrenadante sdo compagomicro-
organismos, polissacarideos, moléculas aminadatmivias, 4&alcool e
substancias volateis. O kefir tradicional € um sabtipto do leite resultante de
dupla fermentagdo, alcodlica e lactica, proporalengelos grdos do kefir,
conglomerado de organismos Vvivos constituindo rempgsistemas,
apresentando complexos processos simbidticos. Apasigho da microbiota
dos graos de kefir depende de sua origem. Em akjymeaquisas foram
descritas a  presenca delactobacillus homofermentadores e
heterofermentadoresLactococcus, Leuconostoe Acetobacter (ANGULO;
LOPEZ; LEMA, 1993; CHEN; WANG; CHEN2008; JIANZHONG et aJ
2009). Sao encontrados também varios géneros eédums. Os fatores que
interferem nesta composicdo parecem ser, princgygkm de ordem geografica

e do substrato utilizado para proliferacdo dosg(&d IVEIRA, 2003).

2.1.4.1 Composicao bioquimica do kefir

Além de sua composicdo microbioldgica, o kefir tambpossui uma
matriz que fornece o aspecto gelatinoso a seus,gcémposto primariamente
por proteinas (13%), debris celulares e polissdiceri(24%). O principal
polissacaridio do kefir é o quefirano, um exopalissidio hidratado produzido
por bactérias. O kefirano parece assemelhar-se liasgzaridios de glico-
galactano (MICHELI et al.1999), servindo ao grao de kefir como uma matriz
de sustentacdo e coesdo entre seus diversos camgm®maicrobiolégicos
(SCHNEEDORF; ANFITEATRO, 2004). Clinicamente, o ikafio parece
possuir alguma atividade anti-tumoral, uma vez pemnitiu a inibicdo de até
59% no crescimento de tumores de camundongos ammsiicom suspensao de
carcinoma de Ehrlich (SHIOMI et al., 1982).



32

Além do quefirano, j& foram encontradas na solwgwosa do kefir
diversos acidos organicos, tais como acido orotaitsico, piravico, latico,
urico, acético, propibnico, butirico e hipuricotafhinas do complexo B, como
vitamina B, Bi,, biotina, niacina (B, e pirodoxina (B), além de acido fdlico,
vitamina K, célcio, manganés e aminoacidos, tamfaem parte da solucao
(SALOFF-COSTE, 1998hb). Além destes, tém gas cadodnacetaldeido,
diacetil, acetoina e etanol, o ultimo variando eftj05 e 3%, dependendo da
atividade metabdlica das culturas (SALOFF-COSTBRS8bY.

TAMIME et al. (2001) consideram que h& diferencas significativas
quantidade de solidos totais, proteinas, carbaislra cinzas entre kefir
elaborados com diferentes tipos de leites. Essaeti€a nos conteldos reflete as

diferencas entre os leites das espécies distietasathiferos.

2.1.4.2 Caracteristicas fisico-quimicas do kefir

O kefir se apresenta como uma suspenséao de gratis@sos e com pH
acido, variando de 3,3 a 5,55 (GARROTE; ABRAHAM; ASMNI, 2000),
dependendo da atividade metabdlica do conjuntore@citnento otimizado de
seus componentes microbiolégicos depende da tetaperpreferencial das
espécies presentes. Uma faixa média de tempediuwaltivo situa-se entre 22°
e 30 C, dependendo das cepas de interesse para 0 GBSETIMASSIM,
Leuconostoc citrovorunpossui uma temperatura 6tima dé@0Lactobacillus
acidophilus de 38C, e Lactobacillus bulgaricus entre 43 e 4€&
(SCHNEEDORF; ANFITEATRO, 2004).

A composicao fisico-quimica do kefir esta intimawee relacionada
com o tipo de leite empregado na sua fermentacg@ombdo geral, um kefir
tipico contém 89-90% (m/m) de umidade, 0,2% deldéip$, 3,0% de proteina,

6,0% de carboidratos, 0,7% de cinzas e 1% de aleode éacido lactico.
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Considera-se que o kefir possui 1,98 g/Lde ditxd@ocarbono e 0,48% de
alcool. O contetdo de G@umenta & medida que ocorre a elevacdo de kefir.
(SARKAR, 2007).

A producdo de COdurante o manufaturamento do Kefir apresenta
problemas relacionados com micro-organismos, peis eontinuam a crescer
mesmo depois da estocagem, por isso, 0 recipieaigoupara embala-lo deve
ser especial. E aconselhavel optar por um recipieaipaz de suportar o
acumulo de presséo, como o vidro, ou flexivel écirite para conter o volume
de gas produzido, como, por exemplo, o plasticdRRWORTH, 2005).

A composicao fisico-quimica para o kefir recomerdaela FAO/WHO
(2003) e pelo Regulamento Técnico de Identidadeaidade (RTIQ) de leites
fermentados inclui proteina, gordura e acido lattmmforme demonstrado pela
Tabela 1.

Tabela 1 Padrées Fisico-Quimicos para o Kefir

Parametros FAO/WHO (2003) BRASIL (2007)
Proteina (%mm) min. 2,8% min. 2,9%
Gordura (Yomm) <10,0% 3,0a59%
Acido Lactico (%mm) min. 0,6% <1,0%
Etanol (%v/m) ndo mencionado 0,5a1,5%

Fonte: Brasil (2007) e FAO/WHO (2003)

O A&lcool produzido durante o processo de fermeatpa#a a producéo
do kefir surge devido as leveduras, todavia, tambépossivel que resulte do
co-metabolismo da lactose e citrato pelos LeucogofREA et al., 1996). Ha
também evidéncias de que as leveduras exercamtanpoipapel na preparacdo
de produtos lacteos fermentados. No processopetiem alterar o pH do meio;
fornecer etanol, CO2 e nutrientes essenciais comiaoécidos e vitaminas.
(FARNWORTH, 2005).
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2.1.5 Aplicaces terapéuticas do kefir

Existe grande variedade de aplicacdes medicinaikefln algumas ja
com respaldo cientifico caracterizado. De modolgerkefir parece atuar sobre
a microbiota intestinal, propiciando o estabelecitnale bactérias benéficas e
eliminando as patogénicas; na melhora da digadtbli¢ alimentar, por meio da
atividade enzimatica de suas diferentes cepas enediacdo de efeitos
imunomoduladores e protetores, por intermédio dusmeros metabdlitos
secretados pelo kefir (SCHNEEDORF; ANFITEATRO, 2004

Pool-Zobel, Munzner e Holzapfel (1993) mostraranmoppedades
antigenotéxicas em ensaios mutagénicos Soffiyphimurium. Atividade anti-
tumoral também foi relatada por Kubo, Odani e Nakan(1992), quando da
inibicdo do crescimento de ascite de Erhlich pelainistracdo oral de kefir
(SCHNEEDORF; ANFITEATRO, 2004). Imunoprotecdo e idinigdo do
crescimento tumoral foram também observadas comdnanistracdo oral do
polissacaridio quefirano (MURIFUSHI; MIZUGUCHI; AKBRA, 1986;
ZUBILLAGA et al.,, 2001).

Outras propriedades sugeridas no uso terapéutickedio incluem
incremento de massa corporea (VASS; SZAKALY; SCHWID 1984),
regeneracdo hepatica (SCHMIDT; VASS; SZAKALY, 1984educdo dos
efeitos de intolerancia a lactose (ALM, 1982; DEBSE; KELLER; BARTH,
1992), protecdo contra infeccdo intestinal (ORLOVAASATKINA,
OKHAPKINA, 1980), tratamento de bronquite, tubeosd e pneumonia
(ORMISSON; SO0, 1976) e efeito solielicobacter pylori(BOHMLER et
al., 1996, ZUBILLAGA et al., 2001).

O kefir age contra enorme variedade de bactériaamcpiositivas e
Gram-negativas, além de ter efeito positivo solyers fungos. Embora néo se

possa definir, até 0 momento, 0 mecanismo exatudacdo, ha evidéncias de
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que alguns compostos inibitérios do kefir, comot&aacinas, peréxido de
hidrogénio e &cidos organicos sejam responsavedis perte dos micro-
organismos patogénicos (PAUCEAN; SOCACIU, 2008:\8\lLet al., 2009).

Além disso, 0os micro-organismos presentes nos gtédefir possuem
atividade B-galactosidade e o kefir pode ser ta@tivef quanto o iogurte no
combate a intolerancia a lactose. Ele contém mé&miese que o leite e sua
ingestdo melhora a digestdo desse carboidratouz eeflatuléncia em até 71%
dos casos (LOPITZ-OTSOA et al., 2006; SARKAR, 2007)

Outra acdo importante do Kefir € o combate ao taels Liu, Chen e
Lin (2006) observaram que os niveis de triglicérigéricos, as concentracbes de
colesterol no figado e, principalmente, da frac@io HDL, foram drasticamente
reduzidos pela dieta a base de leite de soja, #efieite ou kefir de soja em
hamsters em experiéncia de oito semanas.

Estudos demonstraram o efeito inibidor do kefibreotumores e a
proliferacdo de células cancerigenas (NINANEUKANDAYAMBAJE;
BERBEN, 2009). Liu, Chen e Lin (2005) demonstraram a adidal
antimutagénica do kefir recorrendo ao ensaio de agauicidade com
SalmonellaNa oportunidade, eles observaram que tanto o defieite quanto o
kefir do extrato hidrossolivel de soja demonstraadividade antimutagénica
significativa superior do que a exercida pelo leiteextrato hidrossolivel de
soja . Eles sugerem que a atividade antimutagé&tuickefir do leite pode ser
justificada, em parte, pela liberacéo de peptidassproteinas do leite durante a
fermentacao.

Com mais de mil anos de consumo, os micro-orgarsisindkefir ndo se
mostraram patogénicos e as suspensbes de kefin feaip@azes de suprimir o
crescimento de alguns patdégenos coBamonellae Shigella (ANSELMO;
VITORIA; LAUSADA, 2001; KOROLEVA, 1988).
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O kefir pode ser preparado em agua acucaradadsutatas, mel, sopa
de soja, leite e quaisquer veiculos que permitag S8S micro-organismos
fermentarem a solucdo nutritiva e se multiplicarem.

O método tradicional de producdo do kefir é indasdj pois a
microbiota diversificada e variavel dos gréos difi@ a obtencéo de um inéculo
com composicédo ideal e constante (GARROTE; ABRAHAMTONI, 1997).

Em termos gerais, é possivel dizer que as carstitad do kefir estdo
associadas a numerosos fatores, entre 0s quaiestEcaim: a quantidade de
micro-organismos e a proporcdo de espécies entra sazdo graos, leite,
temperatura e tempo de incubacgdo; agitagdo duearfermentacdo; higiene
durante a separagcdo dos graos; lavagem dos gréarsn&zenamento sob
refrigeragdo (ERTEKIN; GUZEL-SEYDIM, 2005; GARROTBBRAHAM;
ANTONI, 1997; GUZEL-SEYDIM et al., 2005).

2.1.6 Translocac¢do bacteriana

O termo translocacgao bacteriana foi usado iniciatm@ara descrever o
mecanismo de passagem de bactérias do trato gésstoial para locais extra-
intestinais como os linfonodos mesentéricos, bidgado, rins e sangue (BERG;
GARGLINTON, 1979; FULLER; JAINE-WILLIAMS, 1970; WODCHOW;
HILDEBRAND; LAMANNA, 1996). Atualmente, o termo egioba a
passagem, através do epitélio intestinal, de nooganismos viaveis e nédo
viaveis, bem como de produtos microbianos (WIESATR, 2003). Uma vez
atravessado a barreira epitelial, os micro-orgapésrma cavidade peritoneal dao
origem a peritonite ou a passagem para outros $rgaimmovendo sepse
(DEITCH et al., 1990).

Os mecanismos que controlam este evento dependemuitiplos

fatores relacionados aos micro-organismos e aoedegp (WELLS, 1990).
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Estudos tém demonstrado que a translocacdo baetepiade ser causada ou
estimulada por choque hemorrégico, obstrucdo ingdstnutricio parenteral
total, imunossupressdo, pancreatite aguda, traumasantibioticoterapia
(MAEJIMA; DEITCH; BERG, 1984; SALMAN et al., 1992

Esta definicdo pode ser utilizada também para descra travessia
transmural de componentes da parede celular deérlzes;t tais como
lipopolissacarideos e polissacarideos peptidiagtisa Apds a translocacgéo, a
bactéria e/ou seus produtos de metabolismo e campes de parede celular
passam para os linfonodos mesentéricos e, a gaitipodem disseminar pelo
corpo, podendo causar a morte do hospedeiro. Estrdaentros de tratamento
intensivo estdo sempre relacionando a translocagdmo o principal
contribuinte para septicemia, choque e disfun¢abi-sistémica dos 6rgdos em
humanos (LICHTMAN, 2001).

Véarios mecanismos foram propostos para explicag esbcesso: a
alteracdo da permeabilidade do epitélio intestioalaumento da populacéo
bacteriana no limen e/ou a diminuicdo das defesasdlégicas do hospedeiro,
além, também de fatores ambientais como a dietastresse que podem alterar
0 balanco ecoldgico no trato gastrintestinal favenelo a translocacdo (BERG,
1995).

A translocacéo bacteriana para os linfonodos méseos, que sdo os
primeiros 6rgdos encontrados na rota de translocacépartir do [Gmen
intestinal, é rapidamente promovida pelo supergresto microbiano. O grau
de translocacdo de certas espécies da farkitieerobacteriaceaepara os
linfonodos mesentéricos esta diretamente relacmriadua concentracdo no
intestino delgado e ceco. Além disso, das varigséass de bactérias
autéctones, nem todas se translocam com a mesmiénefa (STEFFEN;
BERG; DEITH, 1988). Na ordem decrescente de cdpdei de translocacéo

bacteriana encontram-se as bactérias Gram-negatard@bias facultativas, as
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bactérias Gram-positivas aerébias facultativas baaterias anaerébias estritas
(BERG, 1995).

2.1.7 Patogénese da translocacgéo bacteriana

Berg (1995) propb6s que a patogénese da translochedteriana
ocorreria em varios estagios e que, em animaissagibactéria frequentemente
atravessaria a mucosa intestinal em baixos niumesrgjo eliminadan situ
pelos érgéos linfoides do sistema reticulo endalt¢lilCHTMAN, 2001). No
primeiro estdgio da patogénese da translocacdo,adérta translocada
geralmente ndo se espalha do complexo de linfonmdsntéricos para outros
6rgdos e sitios, e 0 hospedeiro ndo apresents sitinicos da infec¢éo. No
segundo estagio, que geralmente acontece por é&efiai no sistema imune, a
bactéria transloca-se do complexo dos linfonodesemtéricos para outros
sitios, tais como baco, figado, pulmdes e rinsrahdlocacdo bacteriana pela
combinacdo de mecanismos culmina no terceiro estdgi patogénese da
translocacdo, onde a bactéria translocada se aspala cavidade peritoneal e
sangue. Neste Ultimo estagio pode ocorrer a reagperou morte do paciente
por septicemia letal, sendo que este fato depemidecéescimento bacteriano no
intestino, grau de imunodeficiéncia, extensdo dmsod a mucosa intestinal e
patogenicidade da bactéria translocada (LICHTMADQD).

Em aproximadamente todos os modelos experimentiéizados nos
estudos de translocacao, as bactérias sao deteaasltinfonodos mesentéricos
antes de serem detectadas em outros sitios, tais baco, figado, cavidade
peritoneal, pulmdes e sangue. Os macréfagos lacmliz nos linfonodos
mesentéricos estdo posicionados estrategicameratequiuzir a translocacao no
trato gastrointestinal; mas todos os componentesisiema imune, incluindo a

imunidade de mucosa (imunoglobulinas secretadas)nidade celular
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(macréfagos e células T) e imunidade humoral (inglotmlinas séricas), estado
envolvidos no controle da translocacao bacteriBERG, 1995).

Desta maneira, a translocagédo bacteriana podars@asso importante
para o entendimento da patogénese de certas iefeopdrtunistas em pacientes
debilitados (OLIVEIRA et al., 2006).

Uma série de micro-organismos possui a capacidasleindadir,
colonizar e causar doencas ao trato gastrointéstima dos mais estudados e
conhecidos é &almonella entericaubsp.entericasorovar Typhimurium. Essa
espécie é representada por bacilo aerdbio fasdtattram-negativo, que
incluem agentes etiologicos de doencas denominadaBnoneloses
(BERGEY'S..., 1984). Seus sorotipos causam umac@af@ alimentar que
resulta em gastroenterite e 0s sintomas ocorrernadda 6 a 24 horas apos a
ingestdo do alimento ou 4gua contaminados, poddodar até uma semana
(LEE et al., 2006; SALYERS; WHITT, 1994; SASHINAMNAMAMOTO,;
NAKANE, 2006). Os mecanismos de enteropatogenildddeSalmonellasédo
complexos, sendo ainda ndo completamente compokendista bactéria possui
diversos fatores de viruléncia, como adesinas, reioms, enterotoxinas e
endotoxinas (KOO et al., 1984; MAKELA; VOLTONEV; MOONEM,
1973), além da capacidade de invadir a mucosaogasstinal, multiplicar-se,
disseminar-se e sobreviver nas células do sistetiwilo-endotelial (CARTER;
COLLINS, 1974; STEFANOVA et al., 2007). O tratarteerusual é feito
principalmente com uso de antimicrobianos, prirlojgate ampicilina,
trimetoprim-sulfametoxazol e cefalosporinas de eieac geracéo. Entretanto,
como caracteristica comum a esta classe de meditasnéem-se o problema
da resisténcia e a transmissdo de genes de regmstfue sdo fatores muito

importantes entre as bactérias entéricas, primigate &Salmonella.
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2.1.8 Translocacdo bacteriana, resposta imunoldgi@probioticos

Estudos vém demonstrando que o0 uso de probiétinodula a
composicdo da microbiota intestinal e inibe a respmflamatéria. Esses efeitos
podem ser explicados pela preservacdo da integridadbarreira intestinal apés
injaria ou estresse (LUYER et al2005).

Zareie et al. (2006) comprovaram que a adminigtate probidticos
vivos (Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus helvetfiquzde evitar a adesdo
bacteriana no epitélio intestinal e eliminar a stacacdo bacteriana para
nédulos linfaticos mesentéricos em ratos submetdasn estresse cronico. A
translocacdo bacteriana em ratos submetidos amehmmorragico também foi
reduzida pelo emprego de probiéticos (LUYER et &005). Martins et al.
(2007) demonstraram queSaccharomyces cerevisi@@5 pode ser usada com
potencial probiodtico por reduzir os niveis de tlacacdo bacteriana da
SalmonellaTyphimurium para os nédulos mesentéricos linfatiquacas de
Peyer, figado e baco. Estudos realizados com safosietidos a queimaduras
utilizaram o probidticaS. boulardiicomo regulador da microbiota intestinal e
para prevenir a translocacéo bacteriana (HEREK; KARALELI, 2004).

Muitos estudos vém confirmando o uso potencialgimees probidticos
como redutores ou inibidores da translocacido hanterem varios estados de
enfermidade como choques hemorragicos, desordasiirais inflamatorias e
infecciosas, queimaduras. Porém, mais estudos deeerrealizados a fim de
avaliar o mecanismo de acdo desses agentes e asteegm seres humanos
(HEREK; KARA; KALELI, 2004; LUYER et al., 2005; MARTINS et al.,
2007).

Varios estudos demonstram a influéncia positiva admsumo de
alimentos com micro-organismos de ac¢do probidteaasposta imunoldgica.

Os mecanismos de acdo desses agentes estdo secdiadels e novas
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informacfes importantes tém sido publicadas, ressid o seu efeito
imunomodulador (KAILA et al.,1992; RODRIGUES et al.2000).

Melhora na resposta imune ao rotavirus foi obskenem grupo de 49
criancas, em estudo duplo-cego, com variedade dirizs acido lacticas. A
administracdo dolLactobacillus GG aumentou a concentracdo sérica do
anticorpo especifico IgA durante a fase de convélesa (MAJAMAA et al.,
1995). Estudos demonstraram que o usd. actobacillus casepromoveu a
diminuicdo da diarreia em criancgas e auxiliou madicagdo de colite recorrente
causada pel€@lostridium difficileem criangas submetidas ao uso de antibiéticos
(ISOLAURI et al., 1991). Segundo Rodrigues et al. (2000) e Sihal.€2004),

a ingestdo d&accharomyces boulardd Bifidobacterium bifidumestimulou a
producdo de anticorpos IgA e o sistema fagocitdmiogdulando desta forma o
sistema imune do hospedeiro e aumentando sua éregésta bactérias
enteropatogénicas. Foi demonstrado que efeitogedele causados por TNke
IFN-y na funcéo de células epiteliais intestinais s&wgmidos por probidticos,
justificando o seu uso em desordens inflamatoriRESTA-LENERT;
BARRETT, 2006).

Efeitos anticarcinogénicos foram atribuidos a gdibi de enzimas pro-
carcinogénicas ou a estimulacdo da resposta inewe, Endo e Yokokura
(1994) relacionaram a administracdo ldetobacillus casecom a inducdo de
resposta antitumoral mediada por células T e aghiv de macréfagos, assim
como a supressdo da formacdo de tumores de coOlomaemindongos. A
imunomodulacdo por agentes probidticos é a granoimgssa de expansao de
agentes terapéuticos e na prevencdo de doenca¥y (L12¥8).



42

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Producao do kefir

Os graos de Kefir utilizados foram cedidos pelo botatério de
Fitofarmacos da Universidade de Alfenas — Unifenksi preparado em uma
propor¢édo de 10 g de grédo, 10 g de acUcar masc800 el de agua estéril e
armazenada por 24 horas sob condicdes ambientes 2pohoras, a agua
fermentada foi separada para utilizacdo, os gi@rasnf lavados em &gua estéril

e a cultura reiniciada conforme descrito por Sctiadee Anfiteatro (2004).

3.2 Andlises microbiolégicas

Foram retirados assepticamente 25 mL da solucdcosaque
homogeneizada em 225 mL de agua peptonada (0,1%&jtees diluicdes

sucessivas de 16- 10°.

3.2.1 Isolamento, quantificacdo e identificacdo deveduras

Para isolamento e enumeracdo de leveduras, 0,1dasLdiluicBes
previamente preparadas foi espalhado com auxiladgiede Drigalsky em Agar
Extrato de Malte-Extrato de levedura (peptona 0,8%rato de levedura 0,3%,
glicose 1,0%, extrato de malte 0,3%, aguar 2,0%)lestentado com
cloranfenicol (100 mg/mL). As placas foram incutmgar 3-5 dias a 25°C. As
contagens de coldnias foram expressas e ttgUFC/mL. Um representante
de cada morfotipo foi estocado em caldo GYMP (gkc@®,0%, extrato de
levedura 0,5%, extrato de malte 1%, fosfato degsatadibasico, 0,2% glicerol)

a -86 °C. Os micro - organismos isolados foram tifiemdos inicialmente



43

segundo metodologia padrdo (YARROW, 1998) e comiliaude chaves
taxondmicas presentes em Kurtzman e Fell (1998).

A identificacdo bioquimica das leveduras foi confida por meio do
sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade rdaiddNA como descrito
por Lachance et al. (1999). Para reacdo de PCRnfatdizados os inciadores
NL-1 (5'-GCATATCAATAAGCGGAAAAG-3) e NL-4 (5-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'). Os produtos da PCR foramrificados
utilizando o Kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Pudétion System
(PROMEGA, USA), conforme instru¢bes do fabricanfes reacdes foram
realizadas usando o DYEnamic TM (Amersham BiosasncUSA) em
combinacdo com o sistema de sequenciamento autamiatMegaBACETEM
1000. O sequenciamento do DNA foi realizado no katinio de
Biodiversidade e Evolugcdo Molecular (LBEM, Deparéanto de Biologia Geral,
ICB, UFMG). As sequéncias foram analisadas utititam programa BLAST
nucleotido-nucleotideo (BLASTnN) versao 2.215 do BITA2.0 (Basic Locus
Algnment Search Tool) disponivel no portal NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blagt/ para a comparacdo com as sequéncias

depositadas no GenBank. Para ser considerada gamtena uma espécie, 0
isolado teve que apresentar uma sequéncia analg@¥dasimilar a outra ja
depositada no GenBank. Micro-organismos que api@sen sequéncias com
similaridade menor ou igual a 98% na regido do Cavalisada foram definidas

como “similares”, ou podendo representar uma nepaae.
3.2.2 Isolamento, quantificacéo e identificacdo deactobacillus
A identificacdo das amostras dectobacillus isolados da solucéo

aquosa de kefir, no nivel de espécie, foi realizzla técnica de PCR-ARDRA,

gue consiste na amplificacdo, por PCR, do segmatdgogénico do rDNA 16-



44

23S, empregando iniciadores que se anelam em seg@®egenes que codificam
os rRNAs 16S e 23S dactobacillus, Weissella, Pediococcus, Carnobaatari

e LeuconostodKABADJOVA et al., 2002), seguida por digestdo enzimatica
dos produtos amplificados, segundo Moreira e28i05).

3.2.2.1 Extracdo de DNA

As amostras bacterianas foram cultivadas em 10,@encaldo MRS
(Difco, Le Pont de Claix, France), em camara deeantrose (Forma Scientific,
Marietta, USA), com atmosfera de 85% dg N0% de H e 5% de CQ@ Apds
incubacao por 24 horas, a 37° C, as culturas foetrifugadas a 1710 x g, em
centrifuga B4i (Jouan Industrie S.A.S., Chateu @onfrance), a temperatura
ambiente, por 10 minutos. O sedimento foi suspensd,0 mL de LiCi 5M e a
suspenséo transferida para tubos de microcentrifagh5 mL. O material foi
incubado por 1 hora a 37° C, sob agitacdo em Thameo 5436 (Eppendorf,
Hamburg, Germany), a 1.400 rpm, a temperatura angbe& entéo, centrifugado
a 20.800 x g (Eppendorf, Hamburg, Germany), poriduta. O sedimento foi
suspenso em 1 mL de agua milli-Q estéril e o nwlteantrifugado, novamente,
a 20.800 x g, por 1 minuto. O sedimento foi suspeam 1 mL de solucéo de
lisozima (10 mg/mL em TE10 — Tris-HCI 1,25 M; EDT®5 M, pH 8) e os
tubos agitados, delicadamente. Apés incubacéo € 378r 1 hora, sob agitacao,
a 1.400 rpm, a suspensao foi centrifugada a 20x§00 por 4 minutos, e 0
sobrenadante desprezado. Em seguida, o DNA foaiegir utilizando-se kit
comercial (Promega, Madison, USA), segundo insesigib fabricante.

A integridade e a concentracdo do DNA extraidarforavaliadas por
eletroforese em gel de agarose 1%, apoOs coloragydcbcometo de etidio. As
amostras de DNA foram mantidas em freezer - 20&Coamomento de sua

utilizacao.
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3.2.2.2 Amplificacdo da regido intergénica 16S-23S

Foram utilizados os iniciadoreforward 16-1A 5 - GAATCG
CTAGTAATCG- 3', correspondente aos nucleotideosl13d380 do gene que
codifica o rRNA 16S delactobacillus casei,e reverse 23-1B, 5-
GGGTTCCCCATTCCGGA-3', correspondente aos nucleoide23 a 113 do
gene que codifica o rRNA 23s dactobacillus case{(MOREIRA et al.,2005;
TILSALA-TIMISJARVI; ALATOSSAVA, 1997). A mistura @ reacdo foi
composta por 5 pL de DNA molde (10 ng/uL), 30 pL RI@2R Master Mix
(Promega), 6 pL de cada iniciador na concentragd@Odpmol/L e 13 pL de
agua quimicamente pura (Promega).

Foram utilizadas as seguintes condi¢cdes de re848G: por 2 minutos;
35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 1 mipu?2°C por 1 minuto;
72°C por 10 minutos. As reag¢Bes foram realizadasteemociclador PCR
Express PCYL0OO1 (Thermo Hybaid, United Kingdom). Qsodutos
amplificados foram submetidos a eletroforese entgelgarose 1,4%, a 100 V,
por 1 hora. Apos coloracdo com brometo de etidigés foram observados em
transluminador UV. A presenca de trés bandas quneientes aos espacadores
longo, médio e curto da regido intergénica 16S-B88SrDNA sugeriam a

identificacdo do géneroactobacillus

3.2.2.3 Digestao com enzimas de restricdo

A identificacao dos isolados foi realizada por AséRestritiva do DNA
Ribossomal Amplificado (ARDRA) descrita por Moreigt al. (2005). Os
fragmentos amplificados foram submetidos a tratamesom as seguintes
endonucleases de restric&pH, Ncd, Nhd, EcoR/, Dral, Sfu, Ssp, Vs,

Hincll, EcoR, Hindlll e Avrll (Promega), de acordo com as instru¢bes do
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fabricante. A escolha das enzimas de restriciobfieada noGenBank
(http://lwww.ncbi.nim.nih.gov/genbank/). Os produtdesram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,4% por 1 hor@0av/1 Apd6s coloragcdo com
brometo de etidio, os géis foram examinados sohlttevioleta. As espécies de
Lactobacillus foram identificadas comparando-se o resultado dpestho
enzimatica de cada amostra com o padrao de diggst&tabelecido para cada
espécie, obtido pela andlige silico. O Quadro 2 mostra o perfil de restricao
para todas as espécies Hactobacillus ja identificadas pelo protocolo de
ARDRA utilizado neste estudo.



Quadro 2 Perfil de restricdo dos produtos ampliiisados espacadores longo, médio e curto da rege&igénica 16S-
23S do rDNA de espécies Hactobacillus

Identificacéo SpH Ncad Nhd Ssp Sfu EcaRV | Dral | Vsd | Hincll | EcoRIl | Hindlll Avrll

. acidophilus +++ +-- T+ + Tt

. agilis +++ +++ +++ +++ -

. alimentarius +++ +++ T+ T T+

. animalis +++ +++ +++ ++- ++

. camelliae +++ +++ T+

. casei +4+ +H+ |+ T+

. coleohominis +++ +++ +4++ T+ o

. crispatus +++ --- +-- +++ +++ +++ T+

L
L
L
L
L. brevis +++ - +++ T+
L
L
L
L
L

. delbrueckii +++ - e+

L.farciminis +++ +-- +++ | +++ - T+

L. ferintoshensis +++ +++ +++ +++ -—- +++

L. fermentum +++ +-- T+

L.fructivorans +++ +++ +++ +++ +-- +++

L.frumenti +++ +++ +++ - -

L.gasseri +++ - T+

L.hilgardii A +++ +++ +++ +++ +++

L.hilgardii B +++ ——— +++ +++ +++

L.jensenii +4++ - -

L.johnsonii +++ - -

L.mucosae +++ +++ +++

L.murinus +++ - T+

L.nageli +++ - - -

L.panis +++ +++ +++

L.pantheris +++ +-- +4++ - +4++ +++ +4++ - - +4++ — -

“continua”

Ly



Quadro 2 “concluséo”

Identificacéo SpH Ncad Nhd Ssp Sfu EcaRV | Dral | Vsd | Hincll | EcoRIl | Hindlll Avrll
L.paralimentarius +++ +++ +++ - T+
L.paraplantarum +++ +++ +++ +++
L.pentosus +++ --- - +++ --- - - +++ +++ - - -
L.perolens +++ - T+
L.plantarumA +++ +++ +-- +++ +++
L.plantarumB +++ +++ +++ +++
L.pontis +++ +++ +4++
L. reuteriA +++ +++ +++ +--
L.reuteriB +++ +++ +++
L.rhamnosus +++ +++ +-- ++
L. ruminis --- - --- +++ +++ - +++ --- +-- - —— —
L. sakei +++ T+
L.salivarus +++ +++
L.sanfranciscencis| +++ +++ +++ +++ +++
L.vaginalisA +++ +++ +++ +-- —+
L.vaginalisB +++ +++ T+ —+

(+), ocorréncia de digestéo; (-), auséncia destiige Para cada enzima, os simbolos indicam dmestiespacadores longo, médio e
curto, respectivamente.

8y
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3.2.2.4 Sequenciamento

Quando ndo foi possivel a identificacdo por ARDRAamostra foi
submetida ao sequenciamento do rDNA 16S. A PCRrdalizada sob as
mesmas condi¢des descritas no item 4.2.2.2, coatérao iniciador que foi o
de sequéncidiorward 27F — 5" AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ eeverse
1492R - 5 GGTTACCTTGTTACGACTT — 3' que amplificar@gido do rDNA
16S, segundo AMPE et al. (1998). Apés excisdo daldaorrespondente ao
fragmento de rDNA 16S, o produto foi purificado, gegando-se o GFX
PCR DNA e Gel Band Purification Kit (Amersham Bimswes, USA),
conforme as recomendacdes do fabricante. O seguescio foi realizado no
Nucleo de Analise e Expressao Génica — NAGE (Dapmhto de Bioquimica e
Imunologia, ICB-UFMG, utilizando o DYEnamic ET DyEerminator Cycle
Sequencing Kit em sequenciador automatica MegaBACEDOO Analysis
Systems (Amersham Bioscience). Cada produto amguiéi foi sequenciado em
duplicata, nos sentidos senso e reverso.

A sequéncia obtida foi alinhada e comparada comuéseias
depositadas no GenBank com o] programa BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov.library.vu.edu.au/BLAY algoritmo BLASTN.
A sequéncia de similaridade maior ou igual a 98%n amtra sequéncia de

nucleotideos foi considerada identificada.

3.3 Avaliagéo da susceptibilidade aos antimicrobiars

As linhagens déactobacillusforam testadas quanto a susceptibilidade a
antimicrobianos. Ap6s o cultivo das bactérias, estels de susceptibilidade
foram realizados seguindo-se o método de diluigidgar (NCCLS, 2007). As

concentragfes dos antibidticos foram determinatiiando-se como ponto de
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partida os seus respectivos pontos criticos. Faseolhidas diluicbes seriadas
de 1:2 (duas diluicdes acima e duas diluicdes apaiypartir do ponto critico de
cada droga. ApOs 48 horas de incubacado a 37 °Caprara de anaerobiose, foi
avaliada a presenca ou auséncia de cresciment@laeas. Como controle
positivo para os testes, foi utilizadacteroides fragilisATCC 25285 e como
controle negativo ndo foram inoculados micro-orgamus. Quanto aos
antimicrobianos, foram testadas drogas de difeseck@sses: ceftriAxona (30
ug), amoxicilina (10 pg), acido nalidixico (30 pgdgtraciclina (30 ug),
ampicilina (45 ug), vancomicina (30 ug), oxacil{daug), gentamicina (10 pg),
cloranfenicol (30 pg), eritromicina (15 pg) e ansica (30 pg).

3.4 Teste de antagonismin vitro

O teste foi realizado segundo metodologia despotaTagg, Dajani e

Wannamaker (1976). Foram testadas as amostrasianateisoladas, repicadas

em caldo MRS e incubadas a°B7por 24 horas, em anaerobiose (Forma

Scientific Company). Foram utilizados spots deul5 na superficie de agar
MRS. As placas foram incubadas a 37°C por 24 hemasnaerobiose. Apds a
incubacao, as placas foram retiradas da camanaadeabiose e, entdo, expostas
ao vapor de cloroférmio por 30 minutos e entrealsefor igual periodo de
tempo, para a evaporacdo do cloroférmio residualevklacdo da presenca de
substancia(s) antagonista(s) foi feita recobrinele-placa com sobrecamada de
Agar Brain Heart Infusion (BHI) 0,75%, contendo,r@pmadamente, fo
UFC/mL da bactéria reveladora. O critério de deieagfio dos resultados foi a
presencga ou auséncia de halo de inibicdo, indeptnde seu tamanho. Foram
testadas as seguintes linhagens de referéncia eml@adoraEscherichia coli
ATCC 25723,Salmonella entericaorovar Typhimurium ATCC 14028|steria
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monocytogeneATCC 7644, Staphylococcus aureu8TCC 29213 Bacillus
cereusATCC 11778 é°seudomonas aeruginosd CC 27853.

3.5 Animais

Os animais utilizados para os experimentos foramuocaongos de
ambos os sexos, da linhagem Swiss, fornecidos lpetério da Faculdade de
Farmacia da UFMG com peso entre 20 e 30 gramasidaade entre 21 e 23
dias. Foram mantidos sob temperatura e umidaddasdas, com ciclo de 12 h
escuro/luz, acesso a dieta padrdo para roedoremdPBrasil) e aguaad
libitum. Todos os procedimentos envolvendo camundongos fommuzidos
de acordo com recomendacdes do Colégio Brasileitexperimentacdo Animal
(COBEA- Brasil). O projeto foi encaminhado ao Cdimitle Etica para

Experimentacdo Animal do Centro Universitario UNAgrovado.

3.5.1 Micro-organismos

A linhagem de Salmonella Typhimurium foi isolada na Fundacao
Ezequiel Dias (FUNED, Belo Horizonte, MG), cedidelgp Laboratério de
Ecologia e Fisiologia Microbiana, do Instituto deéi@ias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (ICB — UFM@loBHorizonte, MG). A
bactéria foi mantida a -80°C em caldo BHI, conter&fi86 de glicerol. O
patégeno utilizado foi mantido em 0,5 mL da cultdea18 h em caldo BHI
suplementado com glicerina 80% esterilizada.
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3.5.2 Tratamentos, desafio experimental e andlises

Os animais foram separados em dois grupos, de@com o Quadro

Quadro 3 Grupos de estudo, tratamentos e anal@esdmsagem de IgA no
fluido intestinal e de INFR-e IL-10 no soro

Grupo de estudo Tratamentos
Inoculagdo intragastrica diaria de 0,1 mL de adueante 10
a) Controle dias. no 11° dia os animais foram desafiados cajouio da

ordem 10 UFC/mLdeS.Typhimurium.

Inoculagéo intragastrica diaria de 0,1 mL de Kelfirante 10
b) Experimental dias no 11° dia os animais foram desafiados comuinéda
ordem 10 UFC/mLdeS.Typhimurium.

Para determinagdo da translocacao bacterianaopéistogia

Inoculagdo intragéstrica diaria de 0,1 mL de adueante 10
a) Controle dias, no 11° dia os animais foram desafiados cajouio da
ordem 10 UFC/mLdeS.Typhimurium.

Inoculag&o intragastrica diaria de 0,1 mL de Kelfirante 10
b) Experimental dias, no 11° dia os animais foram desafiados cajouio da
ordem 10 UFC/mLde S.Typhimurium

3.6 Testes de antagonismio vivo

Os animais do grupo experimental receberamntl Kia de solugéo
aquosa de kefir e apés 10 dias uma Unica doseldal0com 16 UFC/mL de
Salmonellalyphimurium, ambas por gavage intragastrica. Ngpgmontrole, os
animais receberam agua no lugar de kefir. Os amifoeam separados em dois
grupos, de acordo com o Quadro 4. Todos foram pssdiriamente para
avaliacdo do ganho em peso e a mortalidade acuanfdadnotada. A sobrevida
dos camundongos foi avaliada até 28 dias apés afidesxperimental por

Salmonellanos grupos controle e experimentais.
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Quadro 4 Grupos de estudo, tratamentos e analises

Grupo de estudo| Tratamentos

Solugdo aquosa de kefir 0,5 mL/ dia durante 10 ei@sl mL de|
1 solucdo salina contendo ®LOFC/mL S. Typhimurium; avaliagéo
de mortalidade durante 28 dias

Agua (0,5 mL/dia)durante 10 dias 6,1 mL de solucdo salin
2 contendo 10 UFC/mLS.Typhimurium; avaliacdo de mortalidade
durante 28 dias

[

3.7 Avaliacéo da translocacgéo bacteriana

Apo0s 48 horas do desafio patogénico, os animessf@utanasiados e o
figado e baco removidos assepticamente, pesadomegkneizados em tubos
de vidros com solugdo salina 0,85%. Foram feithgcies decimais seriadas
em solucdo salina. O plagueamento foi realizadégan MacConkey (Merck,
Darmstadt, Alemanha) para enumeracéo de colopizgasi deSalmonellagpds
incubacao a 37°C, por 48h.

Com objetivo de confirmar a translocacédoSdémonellapara os 6rgéos
dos animais experimentais, as colbnias tipicas Sdémonella em Agar
MacConkey foram transferidas, pela técnica de pmlamento de réplica
(MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004), para placas dgar BPLS (Agar
verde brilhante vermelho fenol, lactose, sacarb&eck). As colbnias tipicas
em Agar BPLS foram transferidas para placas de B§ar (Agar tripticase de
soja, Oxoid) e incubadas a 37°C, por 48 horas.eRosmnente, foi realizada
analise sorologica (soro polivalente @&almonella Probac, Brasil) dessas
colbnias subcultivadas em Agar TSA para confirmatzalentidade.



54

3.8 Determinagdes imunologicas

3.8.1 Determinacao da sIgA

Na determinacdo da slgA foram utilizados animagtatios e néo
tratados com solucdo aquosa de kefegundo TABELA 3 descrito
anteriormente.

O contelido de slgA presente no conteddo do lUmestinal (intestino
delgado) foi determinado por ELISA. Os camundonfysam anestesiados e
sacrificados. O intestino delgado foi coletadosew contelido removido, pesado
e diluido em PBS (Tampao fosfato salina) com 1%inileidor de protease
(P8340, Sigma) na proporcao de 500 mg de contetdestinal por 2 ml de PBS.
Ap6s centrifugacdo a 2.000 x g por 10 minutos, lrestadante foi coletado e
armazenado a — 70°C em freezer ate 0 uso. ApOsageim, as amostras de
fluido intestinal foram submetidas a diluicGes agais em PBS e adicionadas em
duplicatas nos pocgos de ELISA. A concentracdo e tital foi determinada
utilizando anticorpo anti-IgA de camundongo (M8768ma) e detectado com
uso de um anticorpo anti-lgA conjugado com a pelasé (A4789, Sigma). A
coloracéo foi desenvolvida com o-fenil-diamina {di2minobenzeno) (P9187 —
OPD, Sigma) e absorvancia a 492 nm foi determiraata leitor de placa
(ELISA READER, 2550, Bio-Rad Lab., USA). A conceatifio total de sigA
padrdo foi determinada utilizando IgA padrdo de wagiongos purificada
(10601, Southern Biotechnology) (RODRIGUES et aD0O0).

3.8.2 Determinacao de INFye IL-10

Na determinacdo de INFk-e IL-10 foram utilizados animais tratados e

nao tratados com solugdo aquosa de Kefir seguanon4ts.2.
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Os niveis de INR-e IL-10 no soro dos animais foram determinados por
ELISA. As amostras de sangue dos animais forantaztds por puncao cardiaca
e submetidas a centrifugacdo, a 1.000g, por 10 minsoro obtido do
sobrenadante foi congelado a -70°C até as analissscitocinas foram
determinadas usandiits comerciais e seguindo o protocolo do fabricante
(DuoSet, R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA).

3.9 Histopatologia

Amostras do intestino delgado (ileo), baco e figdd® animais foram
dissecadas e fixadas em formalina 10%, inclusagagafina e cortes de 3n
de espessura , corados por hematoxilina-eosinanalses foram realizadas no
Departamento de Patologia Geral/ICB/UFMG por umialpgista que recebeu
as amostras codificadas. A decodificag@o foi feitanente apos emissdo do

laudo.

3.10 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos do estudo de translocacédertzara e dosagens
de citocinas foram avaliadas pelo teste estatiAB®VA e teste T para
amostras independentes. As diferencas foram coadia® estatisticamente
significativas para valores de*p,05 (OLIVEIRA, 2006).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento, enumeragéo e identificacdo de badtés

Apé6s isolamento utilizando-se suspensdo aquosantde amostra de
kefir de acordo com o item 4.1, foi feito contageegundo metodologia padrao.

O nivel médio das bactérias totais do acido Igpie@sentes na solucéo
aquosa do kefir foi de 6,39 + 0,09 log UFC/ml.

O Quadro 5 apresenta os resultados de identificaed técnica de
PCR-ARDRA das linhagens de bactérias do &cidoodsicladas da suspenséo
aquosa de kefir. Foram isolados 10 morfotipos diftas que pertencem a quatro
espécies do génerdactobacillus Lactobacillus casei(5), Lactobacillus

plantarum(2), Lactobacillus nagelgi2) e Lactobacillus satsunens{$).

Quadro 5 Espécies deactobacillusisolados na solucdo aquosa de kefir e
identificados por analise restritiva do DNA ribossd amplificado

Isolado Espécies isoladas

Lactobacillus satsunensis

Lactobacillus casei

Lactobacillus casei

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus casei

Lactobacillus nagelei

Lactobacillus casei

Lactobacillus casei

Blojo|~N|o|o|swin|e

Lactobacillus nagelei

Em estudos, a identificacdo @etobacillusheterofermentativos obtidos
do grao de kefir foi confirmada por métodos molawes, onde foi estabilizado o
valor da técnica PCR-ARDRA para discriminar diféesnespécies do género
Lactobacillus(Figural).
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Figura 1 Foto do gel de agarose 1,4% mostrandosoltaglo da restricdo
enzimatica do DNA do isolada caset
*As caneletas mostram: Marcado molecular 1 Kb,1®¢p2. Dral , 3. Vspl, 4. Hindl.

Na literatura encontraram-se algumas variacdesretagdo aos micro-
organismos identificados. De acordo com Santos €2@03), o grao de kefir é
formado por uma grande variedade de bactérias, wEs gndo foram
completamente identificadas e a influencia geogmafdo grdo deve ser
considerada para avaliacao da diversidade dos 1oigemismos.

Estes resultados confirmam em parte dados anteri®@Y; SIROIS;
VICENT, 2001), onde a andlise por PCR-ARDRA foi lintida para
discriminacdo de espécies pertencentes ao graptobacillus acidophiluse
Lactobacillus casei

Pidoux et al (1990) isolaram espécies até entdo desconhecatas c
componentes do kefir. Foram identificadasctobacillus casee Lactobacillus
paracasei envolvidos com a producéo de lactatd;aetobacillus hilgardij que
utiliza sacarose para producdo de arabinose espcadisdeos. Marshall, Cole e
Brooker (1984), isolararhactobacillus desidiosugjue fermenta L-arabinose e
gluconato, enquanto que Marquina et al. (2002),0mtnaram Lactococcus
brevise Lactobacillus paracasei.
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4.2 Isolamento, enumeracéo e identificacdo de lewgds

O nivel médio das leveduras totais presentes ng&wlaquosa do kefir
foi de 6,46 + 0,05 log UFC/ml.

Foram isolados trés morfotipos de leveduras e adfpué apresenta a
identificac@o desses isolados. Pertencem a tré&iespdiferentesforulaspora

delbrueckii,Zygosaccharomyces fermentaaccharomyces cerevisjae

Quadro 6 Espécies de leveduras isoladas na suspamsasa de kefir

Isolado Espécies identificadas
1 Zygosaccharomyces fermentati
2 Saccharomyces cerevisiae
3 Torulaspora delbrueckii

Com relacdo as leveduras, identificou-se especémehtadoras
(Torulaspora delbrueckie Zygosaccharomyces fermenjadi ndo fermentadora
(Saccharomyces cerevisjas que também foi encontrado por outros autores
(ANGULO; LOPEZ; LEMA, 1993; KOROLEVA, 1988; KWAK; PARK; KIM,
1996; MARSHALL, 1987), sendo as variacbes encoasagrovavelmente
advindas da origem da amostra, mas permanecendoo ddwvs padrdes do
produto, como sugerido por GARROTE; ABRAHAM; ANTORI001).

De acordo com Farnworth e Mainville (2003), a lisla micro-
organismos nos graos de kefir em diferentes paftesnundo ndo é muito
extensa, porque espécies contaminantes provavelmedid sobreviveriam
devido a producdo de compostos antagonistas pelbiota simbidtica do
kefir.

Em contrapartida, nenhuma das cepas de leveducasiteaddas em 8
graos de kefir diferentes de origem Sul Africaoaidentificada em gréos de
Taiwan (WITTHUHN; SCHOWMAN; BRITZ, 2004). Essas é€iéncas
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poderiam ser explicadas principalmente pelas difeseorigens dos graos, mas
também talvez pelos diferentes métodos de idemtic utilizados.

Varios fatores influenciam a distribuicdo das em®os graos de kefir,
e o perfil dos micro-organismos do produto finab dnecessariamente idéntico
ao inicialmente encontrado nos gréos devido coegigomo pH e tipo de
substratos disponiveis durante o processo de feéag@m Witthuhn, Schowman
e Britz (2004) relatou que outras condi¢des, como gxemplo embalagens
também podem afetar a comunidade microbiana dos geikefir.

As leveduras especificas do kefir exercem um papalamental na
formagdo do sabor e aroma (GLAESER; HANGST,; ZIEGLERL986),
possuindo também a propriedade de estimular bastéd acido latico em
aumentar a producéo de exopolissacarideos (CHERSHIMIZU; SHIOYA,
2003). As leveduras encontradas estdo de acordoasocitadas na literatura,
sendo queTorulaspora delbrueckie Saccharomyces cerevisifiéram as mais
citadas (ANGULO; LOPEZ; LEMA, 1993; FRANZETTI et .al 1998;
SIMOVA et al., 2002). Entretanto, a levedurygosaccharomyces fermentati
foi pouco citada na literatura (WITTHUHN; SCHOWMABRITZ, 2004).

4.3 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

O Quadro 7 apresenta os perfis de sensibilidadesisténcia aos
antimicrobianos testados dos lactobacilos encoodgrad kefir.

Susceptibilidade a inibidores da sintese da pareldéar. Com relacdo a
amoxicilina, ampicilina e vancomicina, as linhagé&sadas apresentaram uma
sensibilidade variando de 40% a 60%. Ja no casoxdailina, 80% das
linhagens foram sensiveis, e todas foram sensivegftroxiona.

Susceptibilidade aos inibidores da sintese protéins sensibilidade de

60 a 70% foi encontrada somente para amicacindreneicina. Para todos os
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outros foi encontrada uma elevada resisténcia aietina, gentamicina,
clorafecnicol) Resultados similares foram encomsagor varios autores
(CEBECI; GURAKAN, 2003; DANIELSEN; WIND, 2003; ROJBEZARES

et al., 2006; TEUBER et al. 1999), mas ndo para outros que obtiveram
sensibilidade & tetraciclina (CHARTERIS et al., 8@9DELGADO; FLOREZ;
MAYO, 2005; HAMILTON-MILLER; SHAH, 1998; VAY et al. 2007).



Quadro 7 Perfil de susceptibilidade (diametro die ke inibicdo em milimetros) a antimicrobianos dctobacilos

isolados de graos de kefir

Antimicrobianos
Amostras CTX AMO ANL TET AMP VAN OXA GNT CLO ERI AMK
L. casei S MS MS R S R S R R S S
L. casei S S MS R R S S R R R R
L. casei S S S R R S S R R R R
L. casei S S S R R S S R R S S
L. casei S MS MS R R S R S R S S
L. nagalei S S S R S R S R R S S
L. nagalei S MS MS R S R R R R MS S
L. plantarum S S R R S R S R R S R
L. plantarum S MS R R S R S R R S MS
L. satsunensis S R S R S R S R R S S

Legenda: CTX (cefitriaxona 30ug), AMO (amoxicilinEOpg), ANL (acido
(ampicilina 45ug), VAN (vancomicina 30ug), OXA (@ina 1pg), GNT (gentamicina 10ug), CLO (cloranéeh 30ug), ERI
(eritromicina 15ug), AMK (amicacina 30uQ).
R: resistente; MS: moderadamente sensivel; S:\&nsi

nalidixico 30ug),

TET (tetracidi 30ug), AMP

T9
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Susceptibilidade aos inibidores da sintese de scidmléicos. Desta
classe utilizou-se apenas o &cido nalidixico, seqde quatro linhagens
apresentaram sensibilidade.

O uso de antimicrobianos é a principal estratégia @ eliminacdo de
alguns patdégenos. Seu uso é rotineiro em humanasireais com intuito
terapéutico e profilatico. Contudo, isto também oface o aumento da
resisténcia de bactérias a esses medicamentoan,Agenes de resisténcia
presentes no DNA bacteriano de algumas cepas pa@entransmitidos as
bactérias comensais e estas, por sua vez, podesfetia horizontalmente para
bactérias patogénicas presentes na microbiota timiksdo hospedeiro
(HUMMEL et al., 2007; ROJO-BEZARES et al2006; TEUBER et al.1999).

A utilizac@o de alimentos contendo micro-organisprabioticos, como o kefir,
tem sido pesquisada como alternativas ao uso deddicbs, desde que eles nao
apresente esse tipo de resisténcia. A resistéosiardibioticos das espécies de
Lactobacillustem recebido pouca atencéo. Isto reflete seusstatno bactérias
nao patogénicas, comensais que desfrutam de umnzgép de longa data como
promotores da saude no trato gastrointestinal hamantrato urogenital
feminino. No entanto, este status vem sendo rea@lrecentemente com a
observacao que tais bactérias podem estar asssicédda que raramente, com
infecgBes na presenca de certos fatores predisigen@OHARTERIS, 1998a).
Contudo, varios trabalhos tém relatado que nelesssténcia a antibidticos
pode ser intrinseca e ndo transmissivel. Apestr, dicorréncia de resisténcia
atipica e indesejavel de uma minoria ldectobacillus a certos antibiéticos
demonstra que nem todas as linhagens seriam adexqymda uso como
probidtico ou agentes bioterapéuticos (CHARTERER&b). Em contrapartida,
a resisténcia natural deactobacillusa um amplo nimero de antibiéticos
clinicamente importantes (desde que dificilmeramgmissivel) pode permitir o

desenvolvimento de terapias de combinacdo antbi@tiobidtico para
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condigbes como diarreia, infeccdo do trato urogéri@minino e endocardite
infecciosa (CHARTERIS, 1998a)

No caso da vancomicina os resultados sdo semeshanseencontrados
por alguns autores que demonstraram que a resstErancomicina é bastante
disseminada entre lactobacilos (HOLLIMAN; BONE, B9SNICAS et al.,
1989; RUOFF et al.1988).

Estes dados diferem dos encontrados por Teubat. €1999) que
demonstraram que a resisténcia a eritromicina étiveinente usual em
lactobacilos, e ligada a presenca de plasmideasforcoe verificado por
Hummel et al (2007), que detectaram a presenca de gene deéénegdsa
eritromicina enLactobacillus salivarius

Rodrigues et al. (2005) avaliaram a atividade antivhiana do kefir e
seu polissacarideo insolivel, kefiran, em relac&éras especies de bactérias.
Como resultado, o kefir e o kefiran apresentamidatile contra todos os micro-
organismos testados. Os valores médios encontdaiozonas de inibicdo do
kefir e do kefiran foram iguais a 28,0 +- 2,0mm 6,32 +- 2,1mmm,
respectivamente.

4.4 Teste de antagonismim vitro

Os testes de antagonisrtovitro (Tabela 2), realizados em triplicata,
demonstraram a producdo de substancias antagomistagjuase todos o0s
isolados de lactobacilos contr&almonella Typhimurium, Staphylococcus
aureus, Proteus mirabilis, Bacillus cerewsPseudomonas aeruginos&oi
observada uma exceg¢do com a linhagem de numerodsetactobacillus
nagelej que inibiu apenadProteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa.

Nenhum isolado inibiu o crescimentoldsteria monocytogenes.
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Utilizando como probiético a cultura comercial filigada de
Lactobacillus acidophilud.a-5, Pereira e Gémez (2007) conseguiram inibir o
crescimento d&taphylococcus aurewsEscherichia colinum teste semelhante
ao utilizado no presente trabalho. De acordo cote estudo a atividade
inibidora é provavelmente decorrente de baixo picipalmente, da acdo do
acido latico, obtidos a partir do crescimento dactdrias laticas.

Porém os resultadas vitro ndo permitem concluir a efetividade do
antagonismoin vivo, e dessa maneira vé-se a necessidade da avaliagdo da
interagcdo das substancias inibitérias com os coemges dos alimentos e a
potencializa¢@o ou ndo, de seus efeitos por oatrtsiicrobianos de alimentos,
sendo necessérios entdo estudos futuros.

A atividade antimicrobiana do kefir tem sido bemcwwentada e
demonstrou atividade contra varios micro-organismimgluindo Bacillus
cereus, Clostridium tyrobutyricum, Escherichia cdlisteria monocytogenes
Staphylococcus aurel€ OCONNIER et al., 1998; HUDAULT et al., 1997,
SALOFF-COSTE, 1998b; VAN WYK; BRITZ; MYBURGH, 2002)Contudo,
outros fatores podem estar relacionados com estagrigdades como a

competicdo por adesdo com enteropatégenos em<eéhitaliais.

Tabela 2 Perfil de antagonismo (didmetro de halmiticdo em milimetros) a
linhagens de referéncia de micro-organismos isslado kefir
produtores de acido latico

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
S. Typhimurium 40,7 | 44,3| 36,0 364 42 411 . 436 37,0 38,1
S. aureus 321|241 | 47,4 | 36,5| 33,7 | 29,5 - 40,9 | 39,4 | 46,0
L. monocytogenes | - - - - - - - - - -
P. mirabilis 40,1| 32,6 | 31,4 | 26,7 | 51,4 | 415 128 | 325| 37,6 | 37,9
B. cereus 41,7| 29,7 43,7 385 39,2 51{1 . 413 17,8 26,1
P. aeruginosa 80,5| 735| 70,0 | 51,5| 64,3 | 79,3 | 56,9 | 73,8 | 41,9 | 43,8

Legenda: 1- Lactobacillus satsunensis, 2- Lactdibactasei, 3- Lactobacillus casei, 4-
Lactobacillus plantarum, 5- Lactobacillus plantaru®+ Lactobacillus casei, 7-
Lactobacillus nagalei, 8- Lactobacillus casei, &ctobacillus casei, 10- Lactobacillus
nagalei.
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4.5 Translocacéo bacteriana

De acordo com os dados da Tabela 3, a translodegderiana ocorreu
em maior proporcao no figado e baco de animaisngoereceberam kefiP(<
0,05). Em 100% dos camundongos sem uso de kefireac@ translocacao
bacteriana tanto para o figado como para o baeodp os mesmos foram
desafiados com uma suspensdd@dbmonellaTyphimurium. Em contrapartida,
em apenas 50% dos camundongos tratados com kefireaca translocagéo
para figado e bago quando submetidos ao mesmoialésafo esperado, 0s
mesmos camundongos apresentaram translocacao ssisatiente nos dois
orgdos). Pode-se observar também que, quando haumatocacédo, os niveis de
Salmonellaryphimurium foram em média menores nos 6rgaos aeindongos
tratados com kefir quando comparados com os anitoaigole, tanto no figado

como no bacgoR < 0,05).

Tabela 3 Frequéncia (nimero de animais apresentaraslocacdo no
orgdo/numero total de animais analisados) e niegl (JFC/g de
orgdo + SD) de translocacdo &almonellaTyphimurium para o
figado e baco de camundongos tratados ou ndo ctimakées do
desafio patogénico

Orgéo Controle Kefir

Figado 8/8 478
6,90 + 0,93 2,36 + 0,84

Baco 8/8 4/8
¢ 6,34 + 1,21 1,92 + 0,42

21 etras diferentes indicam valores com diferencatisticamente significativas entre os
dados na mesma linhR & 0,05) pelo teste t de Student.

A microbiota intestinal possui, em condicGes noanailimeras espécies
de bactérias, sendo a maioria anaerbbias estiiaE et al., 1999). A
microbiota intestinal autéctone exerce efeitos prmados sobre uma série de
reacBes bioguimicas, desenvolvimento anatdmidodgico e imunolégico do
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hospedeiro. Ao mesmo tempo, mantida em equilibriggede que micro-
organismos potencialmente patogénicos existentagprevalecam ou se instale.
Quando em desequilibrio, deixa ocorrer a proliféfsacde patdégenos
oportunistas, causando infeccBes sistémicas em etlesps debilitados
(ZIEMER; GIBSON, 1998). Estudos tém demonstrade gquso de probidticos
é efetivo na manutencdo da microbiota equilibratngém na diminuicdo da
translocagdo bacteriana (DUFFY, 2000; LEE et 2000; MATTAR et al.,
2001; URAO et al.1999).

De acordo com Peran et al. (2006nctobacillus fermentum
utilizados em véarios estudos experimentgisesenta atividade antioxidante
marcada e tropismo com a mucosa intestinal, o guacdrdo com € 0 ponto
chave para a prevencado da passagem de bactéongémens através da parede
intestinal. J& para Karen et al. (2010) a dimimuida translocacdo bacteriana
por prébioticos se deve a reducdo de bactériagg@dd no limen intestinal que
tem efeitos favoraveis na funcao da barreira deosaiduodenal.

As bactérias classificadas como patdégenos intracek; como por
exemplo, espécies dgalmonellatendem a translocar mais rapidamente. Entre
0S micro-organismos patogénicos, ela é considaraadas principais causas
de infeccdes gastrointestinais em humanos, que etdsificadas entre os
principais problemas de salde publica em variosepaidesenvolvidos ou nao.
No presente trabalho, coldnias tipicas Slalmonella Typhimurium foram
recuperadas de amostras diluidas do figado e leatmds os animais controles
desafiados com a bactéria. Estes resultados canfirmmocorréncia de invasao
por Salmonella caracterizada por colonizacdo do figado e bacafoome
relatado por Stefanova et §2007). Por outro lado, os resultados deste thabal
demonstraram uma diminuicdo significativa da freqig como do nivel de
translocagdo bacteriana p@&. Typhimurium nos animais que receberam

tratamento com kefitanto para o figado quanto para o baco.
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Os resultados obtidos em outros estudos de tragglodacteriana, com
a utilizacdo de modelos animais desafiados &aimonellaapds tratamento
supostamente profilatico, sdo variaveis. Bovee-Ondeen et al. (2003)
administraram 10 células m[* de S. enteritidis em ratos, e observaram
aumento significativo da translocacéo bacteriama pafigado, baco e MLNs,
mesmo apoés tratamento prévio dos animais com figtssacarideos.

Stefanova et al. (2007), por outro lado, observaefgito protetor
profildtico da administracdo oral de cumarina, eamgndongos desafiados
intraperitonealmente con%. Typhimurium. Estes autores verificaram uma
reducdo da contagem bacterianaS#monellano figado e baco dos animais
desafiados previamente tratados com a substanciatu@d, esses Ultimos
resultados foram obtidos com uma via de inoculagé® pode ser considerada
como ndo natural, ja que a salmonelose é adquiddwia oral. Apesar dessa
limitac@o, os dados sdo compativeis com de outrtwes como Zareie et al.
(2006), que demonstraram que a utilizacdo de ptiobg eliminou a
translocacdo bacteriana para os nédulos linfatimesentéricos em ratos
submetidos a estresse crénico da mucosa intestmal,com os dados
encontrados por Martins et al. (2007) onde a atfio deSaccharomyces
cerevisiae UFMG 905 reduziu os niveis de translocacdo bacatarida
SalmonellaTyphimurium para os nédulos mesentéricos linfatiquacas de
Peyer, figado e baco. Os dados vém confirmar opmencial de agentes
probidticos como redutores ou inibidores da traszsjéio bacteriana. Contudo,
mais estudos devem ser realizados a fim de avahaecanismo de acdo desses
agentes e a resposta em seres humanos (HEREK; KKRAELI, 2004,
LUYER et al., 2005; MARTINS et al.,2007).
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4.6 Determinacao de IgA

A Figura 2 apresenta os dados de determinacdondzmpacdo em IgA
no fluido intestinal de camundongos tratados ou m@m kefir. Essa
concentracdo foi maior nos animais que receber&efioquando comparados
com os animais do grupo controlé € 0,05). Pizarro (2005) também obteve
diferencgas significativas na producéo de IgA tetatre frangos tratados ou ndo
com prébioticos compostos pelos géneRifidobacterium, Enterococcus
Lactobacillusquando desafiados cadBalmonellaryphimurium.

De acordo com Rodrigues et al. (2000), um impogtanecanismo de
acdo do probidtico na modulacéo da resposta imunautnentala producédo de
IgA, a fim de impedir a adesdo das bactérias ptesemo limen & mucosa
intestinal, 0 que é importante para conter umaipelsganslocacdo do micro-
organismo patogénico.

Esta acdo imunomoduladora também foi demonstradBegrdigon et al.
(1999) em que linhagens deactobacillus caseie Lactobacillus plantarum
interagiram com células da placa de Peyer parar lavaam aumento de
concentracdes de IgA, além de células CD4 e aptisoespecificos para a cepa

estimulada
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Figura 2 Concentragcdo em IgA total no fluido intest de camundongos
tratados ou ndo tratados com kefir.

4.7 Determinacéo de INFy

A Figura 3 apresenta os dados de determinacdo mizemivacdo em
INF-y no soro intestinal de camundongos tratados ou aud kefir. Essa
concentracdo foi maior nos animais controle quatwoparados com aqueles
gue receberam o kefiP(< 0.05).

Evidéncias de beneficios imunolégicos de bactérilzs género
Lactobacillusutilizados como probiéticos foram observadas pab@ch (2000)
em queLactobacillusGG estimula a liberagdo local de interferon e fasdita o
transporte de antigeno subjacente as célulasdegod que aumenta a captacdo
destes antigenos nas placas de Peyer.

Administracdo de probioticos elaborado com levesiui@/oreceu a
resposta imune celular tipos 1 e 2 estimulado ayg@o de INF4 em
camundongos (RODRIGUES et al., 2000). Coppola endsr (2004)
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comprovaram que Boulardii aumentou a resposta imune humoral em
camundongos desafiados porcili.

De acordo com Morais e Jacob (2006), efeitos imagiobs dos
probidticos, como a diminuicdo da secrecdo de yNEem sido observado,

principalmente em pacientes com alergia a leiteada e dermatite atépica.

Niveis de INF-gama

100 I

Com Kefir Sem Kefir

Figura 3 Concentracdo em INFio soro de camundongos tratados ou ndo com
kefir e desafiados com Salmonela

4.8 Determinagéo de IL-10

A Figura 4 apresenta os dados de determinacaordmpacido em IL-
10 no soro de camundongos tratados ou ndo com Esfsa concentragdo foi
menor nos animais controle quando comparados carelexjque receberam o
kefir (P < 0,05).

A IL-10 é uma citocina produzida principalmente pmondcitos e, em
menor quantidade pelos linfocitos, apresentanditosfeobre imunorregulacgéo,

levando a diminuicéo da inflamacéo.
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Em estudosin vitro, Imaoka et al. (2008) relataram aumento na
producao de IL-10 a partir do tratamento com pridiéem modelos de colite, o
que vai ao encontro dos resultados obtidos no presstudo para essa citocina,
indicando que o kefir pode atuar na modulacéo slaosta imunolégica.

Leblanc et al. (2006) observaram a atividade imeguliadora do kefir
em estudos anticarcinogénicos, em que a bebidsaldetmentada e sua fracéo
protéica aumentaram os niveis séricos de IL-1linindiram os niveis de IL-6
em glandulas mamarias de camundongos Balb-c e desssira concluiram que
esse tratamento foi capaz de retardar o crescindertiamor.

Generoso et a(2010) e Li et al. (2009) também obtiveram resids
semelhantes, observando aumento da producdo ddsetieucina, porém os
estudos utilizaram leveduras viaveis e nao viawemo probidtico, concluindo

assim que acao imunoregulatdria independe da idabié.
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Figura 4 Concentracdo em IL-10 no soro de camur@otrgtados ou ndo com
kefir
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4.9 Histopatologia

Foram observadas diferencas quanto aos aspectopatmdgicos do
figado e do intestino entre os grupos tratados @ (aontrole) com kefir e
desfiados com salmonela. O aspecto de ambos osséegéava mais preservado
nos animais tratados comparativamente aos grugptatados (Figuras 5 e 6).
Para os padrbes observados no figado, o grupo ot®nimfectado com
Salmonella Typhimurium apresentou grandes areas irregulaess bmites
definidos, e de localizacdo também irregular nosullds hepaticos com
infiltrado inflamatério exuberantes (Figura 5). @Quugp tratado com kefir e
infectado apresentou tecidos bastante preservadioservando-se apenas
raramente e em alguns animais a presenca de algeopsenos focos de
infiltrado, o que caracteriza grau de protecédo iigiivo em relagdo aos
animais controle..

Os intestinos do grupo controle mostraram alteragéativas do epitélio
de superficie, com edema da submucosa (descorstaiida borda em escova,
Figura 5 A - D), aumento do numero de linfécitogadjais € menor numero de
células caliciformes contendo muco (Figura 5 C).sédbou-se ainda
alargamento e irregularidade na espessura e at@msavilosidades, que, no
entanto ndo apresentam ulceracdes ou atrofia iemger{Figura 5 C). No grupo
tratado com kefir, houve reducdo do edema da langr@oria, melhor
preservacdo da borda em escova do epitélio defmiper alteracdes reativas
muito discretas, sem aumento da celularidade dm&aprdpria, indicando pelo
menos em algumas areas e alguns animais, melrs@rpagdo da mucosa nestes
animais.

Geyik et al. (2006) obtiveram resultados parecidodratar ratos com

obstrucéo da alca intestinal com o probiéaxcharomyces boulardiinde ao
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analisarem os intestinos, observaram maior altagvilosidades nos animais
tratados quando comparados ao grupo controle.

Ja Okamoto, Andreatti e Lima (2009) ndo observaiiferencas
significativas na capacidade de regeneracdo deidéldes intestinais entre
grupos de pintos tratados e ndo tratados t@mtobacillus spp. ao serem
desafiados conSalmonella Enteritidis, demonstrando que a adi¢do dessas

bactérias a racdo ndo afeta o tamanho da vilosidade
g SRS ATPARSTIT R RTIRIT  fr  E N ALY

7 f ok A L
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Figura 5 Aspecto histopatolégico do intestino iis

tal de animais tratados ou
nao com kefir e desafiados ca@almonellaryphimurium. O intestino

dos animais controle (A e C) apresentou edemandiamdapropria (seta

media) e das camadas musculares (C, seta grogs®rvOu-se ainda
interrupcdo da borda em escova e irregularidadstden e largura das
vilosidades (C, setas finas). Os vasos da lamiépriar apresentaram-
se ectasicos e com frequentes figuras de adesawdsctular (C, *). Os

animais tratados com kefir apresentaram-se predesvam relacdo a
estes parametros (B e D)
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Figura 6 Aspecto histopatoldgico do figado de arsriratados ou ndo com kefir
e desafiados consalmonellaTyphimurium. O figado dos animais
controles apresentou infiltrado difuso (E, setae) phdrdo misto,
associado com alteracdes degenerativas dos hdpat(sgtas E e setas
G). No figado dos animais tratados com kefir hopreservacao total
da arquitetura lobular (F, seta indicando veia reéntlo |6bulo
hepatico) e auséncia de sinais degenerativos eamatbrios
significativos (F e H)
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5 CONCLUSAO

a) No kefir estudado, foram isoladas 10 linhagensepegntes a 4
espécies diferentes do géndractobacillus etrés espécies de
leveduras.

b) A avaliacdo da susceptibilidade aos antibiéticos mastjue todos
os isolados foram sensiveis a ceftrioxana e reseteéd tetraciclina
e cloranfenicol.

c) A avaliacdo do antagonismim vitro mostrou a producaale
substancias antagonistas por quase todos os isatadtra todos o0s
indicadores, excetbisteria monocytogenes

d) Em camundongos tratados com o kefir durante des, dia
determinacdo de IgA no fluido do intestino delgadiastrou uma
concentragdo do que no grupo néo tratado

e) A determinacdo de INF-y e IL-10 no soro dos animastrou uma
concentragcdo menor da primeira citocina e maiosatpinda nos
camundongos tratados com o kefir durante dez dizndp
comparados com o grupo nédo tratado.

f)  Quando desfiados por via oral cog Typhimurium, uma TB
ocorreu em menor propor¢ao no figado e baco doogilepanimais
tratados com kefir quando comparados com o grupotraiado.
Isto foi confirmado pelo exame histopatolégico cgeddenciou
danos mais graves nos intestinos e figado dos endnarupo ndo
tratado.

Concluindo, o kefir estudado no presente trabalbstrou conter varias

espécies deactobacilluse de leveduras que poderiam ser responsaveis por um
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efeito protetor quando o kefir é utilizado paratyat@r animais posteriormente

desafiados cor8. Typhimurium.
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