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RESUMO

Os probidticos sdo suplementos alimentares constituidos por micro-
organismos Vvivos, principalmente por bactérias acido-lacticas como as do género
Lactobacillus e Bifidobacterium. S&o classificados como alimentos funcionais, pois
produzem efeitos positivos para a saude do hospedeiro, destacando-se pela
capacidade de aumentar, equilibrar e restaurar a microbiota intestinal, promovendo
protecdo contra possiveis patdégenos. Através da atividade fermentativa os
Lactobacillus sdo capazes de produzir substancias antimicrobianas com diferentes
mecanismos de acao frente a bactérias patogénicas. A microbiota residente permite
um controle do funcionamento normal das func¢des fisiologicas do hospedeiro,
entretanto, sua alteracdo pode ocasionar na proliferacdo de patdégenos e
consequentemente infeccbes por Enterobactérias. Desta forma, o presente estudo
teve como objetivo avaliar a agdo das substancias antimicrobianas produzidas por
Lactobacillus spp. frente cepas de K. pneumoniae e E. coli. Para tanto, foram
avaliadas 4 cepas de Lactobacillus frente a Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae, através da técnica Spot on the Lawn, onde os probidticos foram
inoculados em forma de pontos em agar MRS e ap6s 24 h de cultivo, 10 mL de meio
BHI semi-sélido contendo 100 uL das bactérias patogénicas foram vertidos sobre as
placas de 4gar MRS contendo as amostras de Lactobacillus e cultivadas por mais 24
h. Apos este periodo, mediu-se o tamanho dos halos de inibicdo. Pode-se observar
neste experimento que as quatro espécies de Lactobacillus spp. apresentaram
capacidade de inibicédo frente as cepas de E. coli e K. pneumoniae, porém a maior
inibicdo ocorreu contra E. coli, principalmente pelo L. plantarum, cujo halo total de
inibicdo apresentou em média 19,9 mm de didmetro e a menor inibicdo com 6,5 mm
de didmetro pelos L. acidophilus. O estudo reafirma a importancia de se isolar e
caracterizar estes micro-organismos visto que a capacidade de produzir compostos
antimicrobianos e a capacidade de promover a atividade antagonista contra

patégenos otimizando a caracterizacdo destes como linhagens probidticas.

Palavras-chave: Probiéticos. Lactobacillus. Enterobactérias. Substancias

antimicrobianas.



ABSTRACT

Probiotics are food supplements made up of living microorganisms, mainly lactic acid
bacteria such as those of the genus Lactobacillus and Bifidobacterium. They are
classified as functional foods, since they produce positive effects for the health of the
host, being distinguished by the capacity to increase, balance and restore the
intestinal microbiota, promoting protection against possible pathogens. Through the
fermentative activity Lactobacillus are able to produce antimicrobial substances with
different mechanisms of action against pathogenic bacteria. The resident microbiota
allows a control of the normal functioning of the physiological functions of the host,
however, its alteration can cause in the proliferation of pathogens and consequently
infections by Enterobacteria. Thus, the present study aimed to evaluate the action of
the antimicrobial substances produced by Lactobacillus spp. against strains of K.
pneumoniae and E. coli. For this, 4 strains of Lactobacillus were evaluated against
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae, using the Spot on the Lawn technique,
where probiotics were inoculated as MRS agar points and after 24 h of culture, 10
mL of semi-BHI medium solid containing 100 uyL of the pathogenic bacteria were
poured onto the MRS agar plates containing the Lactobacillus samples and cultured
for a further 24 h. After this time, the size of the inhibition halos was measured. It can
be observed in this experiment that the four species of Lactobacillus spp. showed
inhibition capacity against strains of E. coli and K. pneumoniae, but the highest
inhibition occurred against E. coli mainly by L. plantarum, whose total inhibition halo
presented on average 19.9 mm in diameter and the lowest inhibition with 6.5 mm
diameter by L. acidophilus. The study reaffirms the importance of isolating and
characterizing these microorganisms since the ability to produce antimicrobial
compounds and the ability to promote antagonistic activity against pathogens

optimizing the characterization of these as probiotic strains.

Keywords: Probiotics. Lactobacillus. Enterobacteria. Antimicrobial substances.
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1 INTRODUCAO

O termo “probidtico” tem origem grega que significa “para a vida”. Varias
definicbes conceituais de probidtico foram publicadas desde sua descoberta em
1908 por Metchnikoff (PEHRSON, 2013). No entanto, com a necessidade de uma
definicdo amplamente aceita, especialistas da FAO/WHO (Food and Agriculture
Organization / World Health Organization) implementaram uma denominagdo que é
aceita internacionalmente, onde os “probidticos sdo micro-organismos vivos , que
quando administrados em quantidade adequadas conferem beneficios & saude do
hospedeiro” (FAO/WHO, 2002, RAIZEL et al., 2011).

Estes sdo classificados como alimentos funcionais, pois ao serem
consumidos em quantidades adequadas diariamente, produzem efeitos metabdlicos
e fisiologicos positivos para a saude do hospedeiro, tendo como principal objetivo
aumentar, equilibrar e reestruturar a microbiota intestinal conferindo diversos
beneficios como: resisténcia gastrintestinal e urogenital contra patdégenos, ativacao
do sistema imunoldgico, tratamento de diarreias, absorcdo de vitaminas e minerais e
modulacdo da microbiota normal apds o uso de antibiéticos (FULLER, 1989; RAIZEL
et al., 2011; SANTOS; VARALLO, 2011).

Os principais micro-organismos utilizados para a producdo desse tipo de
produto sdo bactérias lactociddéfilas (BAL) do género Lactobacillus e Bifidobacterium
que podem ser comercializadas como produtos lacteos fermentados ou como
suplementos na forma liofilizada. Contudo, ha também outras espécies que séo
consideradas probioticas por fornecerem beneficios a sautde do homem como:
Enterococcus, Lactococcus, Propionibacterium, Saccharomyces, Escherichia e
alguns micro-organismos eucariéticos como leveduras (PEREIRA; GOMEZ, 2007).

Dentre os micro-organismos citados a cima, os Lactobacillus se destacam
pela sua ampla utilizagdo como suplementos alimentares e pelo crescente interesse
terapéutico (NOGUEIRA; GONCALVES, 2011). De acordo com BADARO et al.
(2008) o género Lactobacillus é formado por bactérias gram-positivas em formato de
bacilos e incapazes de formar esporos. Sao anaerdbias, anaerdbias facultativas ou
microaerdfilas, contudo crescem melhor em meio com pouca concentracdo de
oxigénio, além disso, possuem como principal caracteristica a formacao de acido

latico como produto do metabolismo primario.
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Dentre as diversas espécies do género caracterizadas com propriedades
probioticas, destacam-se: L. acidophilus, L. helveticus, L. casei — subsp. paracasei e
subsp. tolerans, L. paracasei, L. fermentum, L. reuteri, L. johnsonii, L. plantarum,
L. rhamnosus, L. salivarius, L. lactis, L. brevis , L. bulgaricus, L. johnsonii, L. gasseri
(LEUCAS, 2012).

Os estudos sobre os probibticos relatam trés possiveis mecanismos de
atuacdo, sendo o primeiro a supressao do numero de células viaveis por meio da
producdo de compostos antimicrobianos, a competicdo por nutriente e a competicao
por sitios de adesdo. O segundo mecanismo seria a alteracdo do metabolismo
conforme o aumento ou diminuicdo da atividade enzimatica e o terceiro seria 0
estimulo da imunidade do hospedeiro (FULLER, 1989).

A fermentacéo realizada pelos lactobacilos resulta na formacdo de compostos
antimicrobianos, como os acidos laticos, acético, propionico, peréxido de hidrogénio,
diacetil, reuterina e bacteriocinas que irdo acidificar o meio e inibir a atividade
microbiana de possiveis micro-organismos patogénicos (NOGUEIRA; GANCALVES,
2011; PEHRSON, 2013).

De acordo com Sumita (2007) os &cidos organicos, principalmente o acido
latico tem a propriedade de aumentar a permeabilidade da membrana externa de
bactérias gram-negativas, assim o acido penetra no citoplasma e diminui o pH
intracelular, inibindo as atividades microbianas, dentre elas o micro-organismo se
torna incapaz de absorver nutrientes, como ions, fosfato e aminoacidos.

O peréxido de hidrogénio tem a capacidade de oxidar componentes celulares
(DNA, lipidios e proteinas) e formar radicais (OH). Possui propriedades
autolimitantes em relacdo ao crescimento microbiano, podendo até mesmo provocar
um decréscimo na prépria viabilidade dos micro-organismos probioticos. Esta
caracteristica deixa de ser uma vantagem e torna-se normalmente um obstaculo
técnico para a conservacao da viabilidade celular de espécies probidticas em certos
alimentos. Regifes pobres em oxigénio como o intestino e a cavidade vaginal ainda
necessitam de estudos para a avaliacdo dos mecanismos de a¢ao desse composto.

O diacetil tem acao bacteriostatica, sugerem que o seu mecanismo de acao
esta relacionado ao bloqueio da utilizagdo da arginina. Sua producdo é

desencadeada em resposta a diminuicgdo do pH causada pelos produtos da
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fermentacdo e atuam com mais frequéncia em micro-organismos gram-negativos
(PEHRSON, 2013).

As bacteriocinas séao proteinas metabolicamente ativas com acdo semelhante
aos antibidticos, sdo capazes de destruir células alvo pela formacao de poros e/ ou
inibicdo da sintese da parede celular, auxiliando na inibicAo do crescimento de
patbgenos e protegem o epitélio intestinal contra futuros danos (NOGUEIRA;
GANCALVES, 2011). Além disso, podem contribuir com o sistema imunoldgico, pois
induzem a diminuicdo da producdo de citocinas pré-inflamatérias, tais como o
interferon-gama, fator de necrose tumoral-alfa e interleucinas (KARKOW, 2007;
BERMUDEZ-BRITO, 2012).

Alguns Lactobacillus tém a capacidade secretar mucina com a propriedade de
espessar a barreira intestinal local. Contribuem para uma diminuicdo de processos
alérgicos e cancerigenos e também contra infeccdo (NOGUEIRA; GANCALVES,
2011).

A exclusdo competitiva estd entre os mecanismos de acdo dos probioticos,
pois, estes sdo capazes de competir por sitios de ligacdo na mucosa intestinal,
formando uma barreira fisica contra bactérias patogénicas e também sao capazes
de competir por nutrientes eliminando os micro-organismos menos favoraveis
(CARVALHO; SOARES; SOARES, 2012; OKADA; SILVA, 2015).

Além disso, possui atividades imunomoduladoras, principalmente por
modificarem a resposta a antigenos. Conforme vérias evidéncias de estudos in vitro
e utilizando modelos animais e humanos indicam que o0s probidticos podem
estimular tanto a resposta imune n&do especifica quanto a especifica. Pois foi
possivel detectar a ativacdo de macrofagos pelo aumento dos niveis de citocinas e o
aumento da atividade das células destruidoras naturais e dos niveis de
imunoglobulinas (BADARO et al, 2008).

O equilibrio e a estabilidade da microbiota intestinal € um processo mantido
através das inter-relacbes das bactérias entre si e entre estas e o hospedeiro
(SANTOS; VARALLO, 2011). Uma microbiota normal é dividida em dois grupos:
residente e transitoria, na primeira 0S micro-organismos sao relativamente
permanentes e quando alterados sdo reestabelecidos, em contrapartida, os micro-
organismos transitorios ndo sao fixos, permanecem temporariamente. Segundo

Lima; Pereira; Nowak (2015) a microbiota residente permite um controle do
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funcionamento normal das funcdes fisiologicas do hospedeiro, entretanto, existem
diversos fatores que podem alterar a composi¢ao normal microbiana intestinal como:
estilo de vida, envelhecimento, desordens peristalticas, cancer, cirurgias, doencas
hepaticas ou renais, anemia perniciosa, estresse emocional, desordens do sistema
imunoldgico, uso de anticoncepcionais, anti-inflamatérios, realizacao de radioterapia
e 0 uso de antibibticos, os quais podem ocasionar na proliferacdo de patdgenos e
consequentemente infeccdes por Enterobactérias.

As Enterobactérias sdo bactérias gram negativa em formato de bacilos, sado
aerdbias ou anaerobias facultativas, fermentadora de glicose e se desenvolvem em
meios sélidos. Algumas sdo patogénicas oportunistas uma vez que algumas
espécies sao residentes da microbiota normal do corpo humano. Dentre esse grupo,
destacam-se as bactérias dos géneros Escherichia e Klebsiella (PINHEIRO, 2017).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004),
as principais doencas causadas por estes micro-organismos sao: infec¢cdes do trato
urinario (cistite, uretrite, Pielonefrite, Prostatite, vaginite), infeccdes genitais
(vaginose bacteriana), doencas gastrointestinais (diarreias), infeccdo do sistema
nervoso central (meningite aguda, meningite cronica, encefalite, mielite, neurite,
abscesso cerebral), infecgbes abdominais entre outras.

Esses micro-organismos nos Ultimos anos tém recebido muita atengdo no
ambito farmacéutico devido ao insucesso no tratamento de infec¢cdes bacterianas
multirresistentes a antibiéticos. Esse cenario preocupante esta relacionado ao uso
indiscriminado de antibiéticos, o qual tém sido responsavel pelo crescente nimero
de infec¢des cujo tratamento inclui drogas mais caras e com maior toxicidade,
hospitalizacdo prolongada, alta incidéncia de mortalidade e elevado custo hospitalar
(OLIVEIRA, 2015). Apdés o tratamento com antibiéticos o organismo humano
permanece com efeitos da droga por longos periodos, gerando uma pressao seletiva
sobre a microbiota presente (principalmente sobre as bactérias sensiveis) gerado
consequéncias devastadoras para o equilibrio da microbiota e ndo se deve
desconsiderar a selecéo de linhagens patogénicas de maior resisténcia e viruléncia
(PAIXAO; CASTRO, 2016).

Portanto, visto que os probioticos influenciam diretamente na microbiota
intestinal, local no qual regula diversas atividades metabdlicas e fisioldgicas do
hospedeiro e conforme o surgimento de linhagens patogénicas de maiores
viruléncias e resisténcia devido ao uso indiscriminado de antibiéticos surgiram o
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interesse em avaliar a acdo das substancias antimicrobianas que os Lactobacillus
spp. produzem frente as cepas Eschericha coli e Klebsiella pneumoniae, com o
intuito de ampliar os estudos no desenvolvimento de terapias alternativas contra
Enterobactérias.

2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nas instalacbes do Laboratério de

Biotecnologia do Centro Universitario de Volta Redonda (UniFOA).

2.1 MICRO-ORGANISMOS

No presente trabalho foram avaliadas 4 cepas de Lactobacillus, sendo elas L.
acidophilus, L. bulgaricos, L. casei e L. plantarum, adquiridos em uma farmacia de
manipulacdo na forma liofilizada.

Para ativacdo das células as respectivas cepas foram repicadas
individualmente, por trés vezes consecutivas a 37°C por 24 h., em caldo De Man,
Rogosa e Sharpe (MRS), composto por glicose (20 g/L), peptona (10 g/L), extrato de
carne (8 g/L), extrato de levedura (4 g/L), acetato de sddio trihidratado (3 g/L), citrato
triamoniacal (3 g/L), fosfato dipotassio (2 g/L), sulfato de magnésio heptahidratado
(0,2 g/L), sulfato de manganés (0,05 g/L) e Tween 80 (1mL/L), contendo 20%
glicerol, esterilizado a 121 °C/15 min (TEIXEIRA, 2017).

A pesquisa da producdo de substancias antimicrobianas pelos referidos
Lactobacillus foi realizada frente a diferentes cepas de Eschericha coli (54, 57, 59,
60, 61) e Klebsiella pneumoniae (56, 58, 64, 66, 75), todas pertencentes a colecao
de cultura do UniFOA, de origem do trato urinario e intestinal que se encontravam
mantidas congeladas a -20 °C. Para ativacdo as cepas foram descongeladas a
temperatura ambiente e transferidas individualmente em camara de fluxo laminar
para tubos contendo 2mL de caldo BHI devidamente esterilizados e incubadas a 37

°C por 24 horas.
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2.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O teste de antagonismo "in vitro" foi realizado de acordo com a técnica Spot
on the Lawn descrita em Altarugio (2016). Para isto, 5 yL dos cultivos de cada cepa
de Lactobacillus foram inoculados em forma de pontos em placas de Petri contendo
agar MRS e ap0s estarem completamente secas, as placas foram incubadas a 37 °C
por 24 h. Em seguida, 100 upL dos cultivos de bactérias indicadoras foram
transferidos para 10 mL de meio Brain Heart Infusion (BHI) semi-sdélido em tubos de
ensaio e vertidos, depois de agitacdo, sobre as placas de 4gar MRS contendo as
amostras de Lactobacillus (spot) ja crescidas, e ap0s completa solidificacdo as
placas foram novamente incubadas a 37 °C, durante 24 h. Apés este periodo, a
medida dos halos de inibicdo a partir da borda da colonia dos Lactobacillus foi

realizada com paquimetro.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados estatisticamente por meio da andlise de
variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey para avaliar a diferenca entre as
médias dos halos de inibicdo produzidos por cada cepa de Lactobacillus. Foram
consideradas estatisticamente significantes diferencas que apresentem valor
descritivo (p) menor ou igual a 5%. Estes testes foram realizados utilizando os

softwares Excel e BioEstat 5.0.
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

No presente trabalho, a atividade inibidora de micro-organismos probidticos
sobre o crescimento de diferentes cepas de Klebsiella pneumoniae e Escherichia
coli, foi verificada através da realizagdo do teste de “spot-on-the-lawn”, onde a
presenca de halos de inibicdo indicam resultados positivos.

Os halos de inibicdo formados pela auséncia de crescimento do micro-
organismo indicador ao redor das coldnias de Lactobacillus podem ser visualizados
na Figura 1.

a) Frente a K.pneumoniae (KP64) b) Frente a E. coli (EC60) c) Frente a E. coli (EC61)

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 1 - Atividade antimicrobiana de Lactobacillus spp. isolados de probiéticos
manipulados de farméacia, demonstrada pelos halos de inibicdo (mm) por meio da
técnica spot-on-the-lawn.

As quatro espécies de Lactobacillus (L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei e
L. plantarum) apresentaram capacidade de inibicdo frente as cepas indicadoras,
porém, com diferentes potenciais de sensibilidade. Os resultados mostram que a
sensibilidade as substancias produzidas variam de acordo com os patégenos e com
os isolados probidticos utilizados.

Pode-se observar neste experimento que a bactéria indicadora E. coli foi a
que teve maior inibicdo de seu crescimento, cuja média do halo de inibicédo foi de 22
mm de didmetro, enquanto a K. pneumoniae apresentou 14 mm de didmetro de
halo de inibicdo (TABELA 1).
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Tabela 1 - Média dos didmetros (em mm) dos halos de inibicdo produzidos por
bactérias &cido latico (BAL) no ensaio spot-on-the-lawn para verificagdo de atividade
antimicrobiana, frente as cepas Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli.

Klebsiella pneumoniae Escherichia coli
Lactobacillus 56 58 64 66 75 54 57 59 60 61
L. acidophilus - - 13 - 7 - - 30 - 15
L. bulgaricus 13 11,5 8,5 - 5 13 - 30 185 -
L. casei 14 22 18 16 15 135 195 30 27 21

L. plantarum 11 21 20 11 18 12 24 30 21 26

Fonte: elaborado pelo autor

Nota-se que as zonas de inibicdo obtidas, principalmente pelos L. casei e L.
plantarum, sdo de didmetro consideravelmente maiores que os outros lactobacilos,
com uma média de inibicdo muito similar uma da outra de 19,9 mm e 19,4 mm de
didmetro respectivamente. Além disso, Apresentaram 100% de inibicdo frente as
duas cepas indicadoras.

Os L. bulgaricus indicaram 80% de inibicdo frente as cepas K. pneumoniae
enquanto que frente a bactéria indicadora E. coli foi de 60%. A média dos halos de
inibicao foi de 14,2 mm de diametro.

Os halos em relacao a L. acidophilus, no entanto, foram de diametro menor
com uma média total de 6,5 mm de diametro, apresentando uma porcentagem de
40% de inibicdo em cada patdégeno indicador.

Ao realizar o teste ANOVA seguido do teste de Tukey, verificou-se uma
diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos halos de inibicdo
produzidas pelos diferentes Lactobacillus. O valor do teste ANOVA foi F=6.6645 com
p<0,01. Ao comparar a média entre cada Lactobacillus, observa-se que L. casei e L.
plantarum se mostrando os mais eficazes por apresentarem diferenca significativa
de seuas médias quando comparado ao L. acidophilus (p<0,01). A porcentagem da
formacdo dos halos de inibicdo entre as bactérias probidticas é apresentada

mostrada na Tabela 2.
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Tabela 2 - Porcentagem de inibic&o entre os diferentes lactobacilos utilizados.

Lactobacillus Klebsiella pneumoniae Escherichia coli
L. acidophilus 40% 40%
L. bulgaricus 80% 60%
L. casei 100% 100%
L. plantarum 100% 100%

Tais resultados corroboram com o trabalho de Silva (2016), onde todas as
amostras de Lactobacillus (L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus, L. plantarum, L.
paraplantarum e L. pentosus) utilizadas, apresentaram halos de inibicdo contra a
bactéria patogénica Escherichia coli. O autor relata que a atividade antagonista esta
relacionado a producdo de acidos organicos, pois essas bactérias foram isoladas de
gueijos artesanais, nos quais participam do processo fermentativo com a
degradacédo da glicose e consequente producéo de acidos organicos.

Por outro lado, Costa (2016) ndo observou a inibicdo de E. coli a partir de L.
plantarum ambos isolados de queijo mucarela, visto que 0s micro-organismos gram-
negativos sdo geralmente resistentes a substancias inibidoras como as
bacteriocinas, devido a presenca de membrana protetora que forma uma barreira
contra macromoléculas e solutos. Em contrapartida, frente a Stapylococcus aureus e
Listeria innocua verificou-se o halo de inibicdo, desta forma, obteve-se apenas
inibicdo frente aos micro-organismos gram-positivos utilizados.

Varias espécies de Lactobacillus sdo capazes de produzir uma variedade de
compostos antimicrobianos, como &cidos organicos, didxido de carbono, etanol,
polissacarideos e bacteriocinas. Essas substancias sdo capazes de inibir o
crescimento de outros micro-organismos, apresentando diferentes mecanismos de
acao, como por exemplo, a desestabilizacdo da membrana, lise celular, degradacédo
de acidos nucleicos e inibicdo da sintese de proteinas (DIAS; SILVA; TIMM, 2018).

Rivas; Riveiro (2009) relataram que o acido latico € o principal responsavel
por esse efeito, no entanto em um estudo da acao dos acidos organicos, concluiu-se
que apesar do acido latico ser importante para a inibicdo, a presenca de &cido
acético potencializa o efeito inibitério.

Pereira; Gomez (2007) observaram em seus estudos que ao neutralizar o pH
do meio pode-se impedir o efeito inibitorio de algumas cepas. Portanto, essa analise
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pode demonstrar que a producéo de acidos organicos a partir da fermentacdo é um
dos fatores chave no potencial antimicrobiano. Por outro lado, Domingos et al.
(2018) verificaram que algumas cepas apresentaram inibicdo mesmo com o pH do
meio alto, demonstrando que o efeito € proveniente ndo sé pela acdo dos acidos
organicos, mas também pela combinacg&o de vérios fatores e produtos gerados pelos
Lactobacillus, como citados anteriormente. Costa et al. (2012) por exemplo, reporta
gue a acao das bacteriocinas podem ocorrer entre pH de 2 a 10, embora o efeito
diminua conforme a alcalinizacdo do meio.

Resultados semelhantes ao presente trabalho foram descritos anteriormente
por Soleimaniet al. (2010), onde L. plantarum obteve maior inibicdo dentre os
lactobacilos utilizados (L. acidophilus, L. plantarum, L. casei e L. reuteri) frente a S.
aureus ATCC 25923.

De acordo com NGUYEN et al. (2010); COSTA et al. (2012) este lactobacilo
disp6em de propriedades importantes e uteis. Possuem potencial para biossintese
de vérios aminoacidos, diacetil, acetoina e outros metabdlicos, sdo capazes de
tolerar concentracfes elevadas de acidos ou bacteriocinas, permitindo a inibicdo de
outros micro--organismos e favorecendo a competicdo num dado ecossistémico.

Os L .acidophilus tiveram o menor efeito inibitério, 0 que pode estar
relacionado a producédo insuficiente de acidos organicos, tornando 0 meio pouco
acido para a inativacdo do crescimento das baterias indicadoras. (DIAS; SILVA,
TIMM, 2018). Outros fatores podem estar relacionados a algumas bacteriocinas que
possuem alvos muito especificos e as vezes ndo sdo devidamente ativadas
conforme o método utilizado ou também a impropriedade das cepas indicadoras
utilizadas podem afetar sua ativacdo. Aliado a estes fatores, alguns autores relatam
também a necessidade de um periodo maior de incubacédo para as bactérias laticas
para poderem expressar suas atividades antimicrobianas, sendo necessaria a
incubacdo de pelo menos 48 horas e também as condigbes de aerobiose podem
modificar a producéo final dos principais compostos metabdlitos produzidos durante
seu crescimento (DEMIR; BASBULBUL, 2017; NGUYEN. et al, 2010; PEREIRA;
GOMEZ, 2007).

21



4 CONCLUSAO

Todos os lactobacilos probidticos utilizados apresentaram atividade
antimicrobiana frente as cepas indicadoras Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli.
Porém apenas L.plantarum e L. casei obtiveram 100% de potencial de inibic&o in
vitro frente as duas Enterobactérias e os L. acidophilus tiveram o menor efeito
inibitério dentre as amostras testadas com 40% de inibicdo para cada cepa utilizada.

A técnica (Spot-on-the-lawn) empregada para a deteccdo da atividade
bacteriogénica, demonstrou ser viavel e adequada para o estudo proposto, pois foi
possivel verificar a producdo de substancias antimicrobianas pelos lactobacilos.

Portanto o estudo reafirma a importancia de se isolar e caracterizar estes
micro-organismos, especialmente, em relacdo a saude publica, visto que a
capacidade de produzir compostos antimicrobianos e a capacidade de promover a
atividade antagonista contra patdgenos otimiza a caracterizacdo destes como
linhagens probidticas. Assim, novos estudos sdo recomendados, para que no futuro
possa existir um produto natural que substitua os métodos terapéuticos de alto

espectro.
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