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APRESENTAÇÃO

	 A obra “Análise Crítica das Ciências Biológicas e da Natureza” consiste de 
uma série de livros de publicação da Atena Editora. Com 96 capítulos apresenta uma 
visão holística e integrada da grande área das Ciências Biológicas e da Natureza, com 
produção de conhecimento que permeiam as mais distintas temáticas dessas grandes 
áreas.

	 Os 96 capítulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade 
acadêmico-científica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente 
em geral (físico, biológico e antrópico), suprindo lacunas que possam hoje existir e 
contribuindo para que os profissionais tenham uma visão holística e possam atuar em 
diferentes regiões do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Análise Crítica 
das Ciências Biológicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciências Biológicas 
como da Natureza (principalmente química, física e biologia) e suas tecnologias 
são fundamentais para promoção do desenvolvimento de saberes, competências e 
habilidades para a investigação, observação, interpretação e divulgação/interação 
social no ensino de ciências (biológicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento 
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

	 Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes 
informações que o livro traz, e que, o mesmo possa atuar como um veículo adequado 
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciências Biológicas e da Natureza, com 
base nos resultados aqui dispostos. 

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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AVALIAÇÃO DO EFEITO PROBIÓTICO DE 
Lactobacillus rhamnosus V5 CONTRA Salmonella 

ENTERICA SOROVARIEDADE TYPHIMURIUM.

CAPÍTULO 21
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RESUMO: Os probióticos são microrganismos 
vivos que quando administrados em quantidades 
adequadas conferem benefícios para a saúde do 
hospedeiro, impedindo a colonização e invasão 
de patógenos no intestino. Lactobacillus é um 
dos principais agentes probióticos utilizados 
na prevenção de infecções e na restauração 
da microbiota intestinal. Salmonella enterica 
sorovariedade Typhimurium é um importante 
agente causador de infecção intestinal de 
origem alimentar. O objetivo deste trabalho foi 
avaliar a capacidade protetora do Lactobacillus 
produtor de exopolissacarídeos (EPS) contra 
S. Typhimurium. Para isso foi realizada a 
identificação do lactobacilo, pesquisa de 
bacteriocinas. Os resultados mostraram que 
os lactobacilos foram capazes de produzir 
compostos antimicrobianos contra S. 
Typhimurium. Nossos resultados sugerem 
que L. rhamnosus poderia ser um potencial 
probiótico para controlar a salmonelose.
PALAVRAS-CHAVE: proteção, bateria ácido 
láticas, bacteriocinas.
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EVALUATION OF THE PROBIOTIC EFFECT OF LACTOBACILLUS RHAMNOSUS 

V5 AGAINST SALMONELLA ENTERICA SEROVAR TYPHIMURIUM.

ABSTRACT: Probiotics are live microorganisms that when administered in suitable 
amounts confer benefits to the host’s health, preventing colonization and invasion of 
pathogens in the intestine. Lactobacillus is one of the main probiotic agents used in the 
prevention of infections and in the restoration of the intestinal microbiota. Salmonella 
enterica serovaridad Typhimurium is an important agent causing food-borne intestinal 
infection. The objective of this work was to evaluate the protective capacity of 
Lactobacillus exopolysaccharide (EPS) against S. Typhimurium. For this purpose, the 
identification of lactobacillus and bacteriocins was performed. The results showed that 
lactobacilli were able to produce antimicrobial compounds against S. Typhimurium. Our 
results suggest that L. rhamnosus could be a potential probiotic to control salmonellosis.
KEYWORDS: protection, lactic acid bacteria, bacteriocinas.

1 | 	INTRODUÇÃO

O gênero Lactobacillus pertence ao grupo das bactérias do ácido láctico (LAB), 
que é composto por bactérias Gram-positivas que produzem ácido láctico como um 
dos principais produtos da fermentação do catabolismo de carboidratos (HAYEK 
& IBRAHIM, 2013). Muitas cepas de LAB são capazes de produzir polímeros de 
monossacarídeos na maioria das vezes viscosos, denominados exopolissacarídeos 
(EPS), sendo de grande importância na indústria de laticínios, como na produção de 
iogurtes, aumentando a consistência e a viscosidade do produto (HASSAN, 2008). O 
L. rhamnosus produz EPS, acredita-se que este composto possa auxiliar a bactéria 
produtora na ligação ao muco intestinal, assim como proteger as células epiteliais e 
estimular o sistema imune (KLOPPER et al., 2018). 

Os mecanismos exatos de ação dos probióticos ainda não foram inteiramente 
estabelecidos, mas estudos indicam que os probióticos são capazes de produzir 
substâncias com atividade antimicrobiana, como os ácidos orgânicos e bacteriocinas, 
inibindo o crescimento de patógenos (FERREIRA & SILVA, 2012; LEBEER et al., 2008). 
A modulação da microbiota intestinal pelos microrganismos probióticos ocorre através 
de um mecanismo denominado “exclusão competitiva”. Esse mecanismo impede a 
colonização dessa mucosa por microrganismos potencialmente patogênicos, pela 
competição por sítios de adesão. (LEBEER et al. 2008; SAAD, 2006).

Segundo SAAD (2006), grande parte das evidências de sistemas in vitro e de 
modelos animais e humanos sugere que os probióticos podem estimular a resposta 
imune sistêmica aumentando o número e a atividade de células fagocíticas do 
hospedeiro. Acredita-se que esses efeitos sejam mediados por uma ativação dos 
macrófagos, por um aumento nos níveis de citocinas, por um aumento da atividade das 
células destruidoras naturais (NK - “natural killer”) e/ou dos níveis de imunoglobulinas 
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(MAHAJAN & SINGH, 2014; OELSCHLAEGER, 2010).
Salmonella enterica, é um dos patógenos de origem alimentar de grande 

importância, pois causam doenças em humanos e outros animais, através do consumo 
de água e alimentos contaminados, podendo variar desde uma gastroenterite a uma 
infecção sistêmica grave, como a febre tifóide (ALVARÉZ-ORDÓÑEZ et al., 2011; 
RUBY et al., 2012).

 A dose infectante média (DI50) está entre 105 a 1010 bactérias ingeridas, os 
sintomas são basicamente diarreia, vômito e dores abdominais que podem aparecer 
dentro de 6-72 horas após a ingestão do alimento contaminado (FÀBREGA & VILA, 
2013). Entretanto a quantidade exata requerida para causar a doença varia de acordo 
com o estado imunológico do paciente, do patógeno encontrar local adequado, para 
que possa se estabelecer, replicar e expressar seus fatores de virulência, assim como 
a sorovariedade envolvida (OCHOA & RODRÍGUEZ, 2005).

O primeiro obstáculo a ser superado dentro do hospedeiro é resistir ao pH ácido 
do estômago e aos sais biliares intestinais, propriedades essenciais, para que ocorra 
a infecção. Para se proteger, o patógeno possui um mecanismo ácido-tolerância, que 
regula a homeostase do pH, que induz manter o pH intracelular em valores superiores 
aos do ambiente extracelular (FOSTER & HALL, 1991). 

S. enterica após resistir ao pH ácido e aos sais biliares, é no intestino delgado 
seu local de infecção, onde vai se aderir ao epitélio intestinal por meio de adesinas 
e invadir os enterócitos, células dendríticas e principalmente as células M, que tem 
como função, capturar antígenos intestinais por endocitose e transportar para células 
linfóides presentes nas placas de Peyer. A invasão das células M também permite que 
as bactérias infectem células epiteliais adjacentes através de sua superfície basolateral 
(JONES et al., 1994).

Durante a invasão, S. enterica altera o citoesqueleto sendo engolfada pela 
célula do hospedeiro em vesículas chamadas Salmonella-containing vacuoles (SCV), 
simultaneamente, ocorre uma intensa resposta inflamatória no epitélio intestinal 
iniciando o recrutamento e transmigração de fagócitos do espaço submucoso para 
dentro do lúmen intestinal (FÀBREGA & VILA, 2013). 

S. enterica atravessa o epitélio intestinal e os macrófagos da submucosa detectam 
a bactéria e a internalizam para eliminá-la do hospedeiro, no entanto nem todas as 
bactérias são eliminadas, as que sobrevivem são capazes de se replicar no interior dos 
SCV dos fagócitos, mecanismo essencial para a sua sobrevivência (FÀBREGA & VILA, 
2013). Após esse processo a bactéria induz a célula sofrer apoptose sendo liberada 
para invadir novas células. Por fim, estes fagócitos infectados podem disseminar-se 
através do sistema linfático e da corrente sanguínea.

Todo esse mecanismo de invasão da Salmonella, provoca uma intensa resposta 
inflamatória, que leva a liberação de prostaglandinas que estimulam a adenilato ciclase 
nas células intestinais a inibir a absorção de sódio e aumentar a secreção de cloro 
ocasionando diarreia aquosa (FÀBREGA & VILA, 2013). 
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Sendo assim, devido à importância dos probióticos em prevenir infecções 
intestinais causadas por patógenos como S. enterica, mostra a relevância deste 
trabalho.

2 | 	OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade protetora do  Lactobacillus 
rhamnosus V5, produtor de exopolissacarídeos (EPS) contra a S.Typhimurium.

3 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

3.1	Extração de DNA e amplificação por PCR 

Os DNAs genômicos totais de Lactobacillus rhamnosus V5 foram extraídos usando 
o Blood kit B Puregene® (Qiagen, Hilden, Gemany) de acordo com as instruções do 
fabricante. As subunidades ribossômicas bacterianas foram utilizadas 16S primers 
neste estudo (conjuntos de primers: 16S Fw: 5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ‘e 16S 
Rev: 5’-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3 »). A temperatura de fusão da PCR (Reação 
em Cadeia da Polimerase) foi de 59ºC. Um PCR mistura de reação incluía 2 mL de 
DNA modelo extraído (50ng), 2 mL de dNTPs (0,2 mM; Invitrogen, EUA), 0,2 μL de 
Taq High Fidelity (5 U / μL; Invitrogen, EUA), 5 μL de tampão (10 x; Invitrogen, EUA), 3 
μL de MgSO4 (50 mM; Invitrogen, EUA) e 37 μL de água desionizada, totalizando um 
volume de 50 μL. Os produtos de PCR foram analisados ​​por eletroforese em gel de 
agarose em 1% em TAE (acetato Tris 20 mM, pH 8,0; EDTA 0,5 mM) a 80 V e 400 mA 
durante 30 min. Depois de que, o DNA foi extraído do gel e purificado usando extração 
rápida de gel Kit PureLink TM (Invitrogen, EUA). Os ciclos de PCR consistiram em 94°C 
de desnaturação inicial por 5 min, 35 ciclos de 94°C por 1 min, 59°C por 1 min e 68°C 
por 2 min, seguidos por 10 min de extensão a 68°C.

3.2	Cepas

A cepa Lactobacillus rhamnosus V5 foi obtida a partir de uma mistura de várias 
bactérias “Viili” do Departamento de Ciência e Tecnologia de Alimentos do Centro 
de Ciências Agronômicas da Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Paraná, 
Brasil. A cepa Lactobacillus foi cultivada em caldo de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) 
(Difco, Franklin Lakes, NJ, EUA), a uma temperatura de 37ºC, em atmosfera de 5% (v 
/ v) de CO2 por 18 h.

Um patógeno atenuado Salmonella enterica sorovar Typhimurium χ3985 UK1 
(ΔcyaΔcrp) do Centro de Doenças Infecciosas e Vacinologia, Instituto de Biodesign e 
Escola de Ciências da Vida, Arizona State University, Tempe, AZ, Estados Unidos da 
América foi cultivado em caldo Luria-Bertani (LB) (Difco, Franklin Lakes, NJ, EUA) a 
uma temperatura de 37ºC por 18 horas (CURTISS et al., 1989).
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3.3	Atividade antimicrobiana do sobrenadante

3.3.1	 Obtenção do sobrenadante

Para a realização dos testes, inicialmente realizou-se a extração do sobrenadante. 
A cepa de Lactobacillus, foi semeada em um tubo contendo 10mL caldo Man Rogosa 
Sharpe (MRS) (Difco, Franklin Lakes, NJ, EUA) à 37ºC por 18 h. Após o crescimento, a 
cultura foi centrifugada a 7000 rpm por 10 min. o sobrenadante obtido foi aspirado e 
dividido em três microtubos da seguinte forma:

I.	 O sobrenadante obtido foi esterilizado por filtração através de uma 
membrana de microporos de 0,22 μm e 25 mm de diâmetro (Millipore, 
Billerica, MA, EUA).

II.	 O pH do sobrenadante foi ajustado para pH 6,5 - 7,0 com 0,1 NaOH 
(hidróxido de sódio) e esterilizado por filtração.

III.	O sobrenadante foi submetido a um tratamento térmico a 100°C durante 
10 e 20 min, e esterilizado por filtração (ASLIM et al., 2005).

3.3.2	 Concentração Inibitória Mínima

Após a obtenção do sobrenadante (I, II, III), o teste de suscetibilidade foi realizado 
para determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) utilizando o método de 
microdiluição, conforme padronizado pelo Comitê Nacional de Padrões de Laboratório 
Clínico - CLSI (2011). O teste foi realizado em triplicata em uma placa de 96 poços, 
com formato em U-bottom.

S. Typhimurium foi inicialmente cultivado em ágar nutriente AN (Difco, Franklin 
Lakes, NJ, EUA) a 37°C por 18 h, padronizado contra o padrão McFarland 0,5 e diluído 
1:100 em salina (NaCl a 0,9%) até atingir a concentração de 106 UFC / mL. No controle 
positivo, o caldo Müller-Hinton (MH) (Difco, Franklin Lakes, NJ, EUA) e as bactérias 
foram adicionadas, enquanto no controle negativo apenas o caldo MH foi adicionado. 
Na primeira linha horizontal da placa foram adicionados 60 μL de caldo MH e 40 μL 
de sobrenadante e no restante da prancha foram adicionados 50 μL de caldo de MH. 
As microdiluições foram feitas com as concentrações de sobrenadante variando de 
20 a 0,62%. Depois disso, em cada poço foi inoculado com 50 μL da suspensão de 
S. Typhimurium preparada anteriormente e finalmente a placa foi incubada a 37°C 
durante 24 h e o crescimento bacteriano foi avaliado visualmente. 

3.3.3	 Ensaio de time-kill curve 

Após a análise da CIM do sobrenadante (I), foi realizada a curva de crescimento 
e morte. S. Typhimurium foi cultivado em meio Agar Nutriente (NA) (Difco, Franklin 
Lakes, NJ, EUA) e incubado a 37°C por 18 h após o crescimento bacteriano. Foi 
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ajustado para uma concentração de 1,5 x 108 bactérias / mL e 10 μL colocados em 
três microtubos variando a concentração do sobrenadante, 20%, 10%, e o controle, 
contendo a bactéria e o caldo MH.

Os microtubos foram incubados a 37°C e avaliados nos momentos seguintes; 0h, 
2h, 4h, 7h, 10h e 24h. Em cada período realizou-se diluição seriada e plaqueamento em 
triplicata no meio MH agar. A contagem de CFU foi realizada após 24 h de incubação 
a 37ºC.

3.4	Antagonismo, “spot on the lawn”

A atividade antimicrobiana de lactobacilos contra S. Typhimurium foi determinada 
pelo método de antagonismo “spot on the lawn”, realizado de acordo com a metodologia 
descrita por Lima e colaboradores (2007). Os lactobacilos foram cultivados em caldo 
MRS e incubados a uma temperatura de 37°C por 24 h sob condições aeróbicas. 
Posteriormente, alíquotas desta cultura foram adicionadas em forma de ponto à placa 
de ágar MRS. Após a secagem estar completa, a placa foi incubada sob condições 
aeróbicas a uma temperatura de 37°C, durante 8 h.

S. Typhimurium foi previamente semeado em Agar Nutriente (NA) a 37°C por 24 
h, e padronizado de acordo com a escala de McFarland 0,5 (correspondendo a 1,5 
x 108 UFC / mL). Em seguida, 250 μL da bactéria foram transferidos para um frasco 
de Erlenmeyer contendo 25 mL de ágar semi-sólido Muller-Hinton (MH), onde foi 
homogeneizado para ser vertido na placa de cultura de lactobacillus. Após completa 
solidificação da camada superior, a placa foi incubada por mais 24 h a 37°C sob 
condições aeróbicas. A presença de halos de inibição indica a produção de substâncias 
com atividade antimicrobiana.

3.5	Análise estatística 

Para análise dos dados da curva de crescimento e morte, análise de variância 
(ANOVA) foi realizado, e o teste de Tukey para comparar as médias, considerando um 
planejamento fatorial, os fatores sendo os tratamentos, e os níveis os tempos. O nível 
de significância adotado foi de 5%, e as análises foram realizadas utilizando o software 
R versão 3.4.4 (2018).

4 | 	RESULTADOS

4.1	Identificação do Lactobacillus rhamnosus V5

A caracterização molecular da espécie foi realizada por meio de PCR em que a 
região amplificada foi o gene RNA ribossomal 16S cuja sequência foi depositada em 
Banco de dados do GenBank sob o número de acesso MG209517.
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4.2	 Atividade antimicrobiana do sobrenadante

4.2.1	 Concentração Inibitória Mínima

No presente estudo, o sobrenadante (I) demonstrou atividade antimicrobiana, a 
concentração inibitória mínima do sobrenadante contra S. Typhimurium foi de 10%. 
O sobrenadante (II) foi sensível à neutralização com solução de NaOH 1N, perdendo 
totalmente a atividade antimicrobiana. O sobrenadante (III) não foi resistente a 
tratamentos térmicos. 

A concentração inibitória mínima do sobrenadante contra S. Typhimurium foi 
de 10%, demonstrando que a atividade antimicrobiana verificada no experimento 
pode ser devido à presença de ácidos. Durante o crescimento de bactérias do ácido 
láctico, ocorre uma queda no pH, tornando o ambiente bastante ácido, principalmente 
devido à produção de ácidos como o ácido láctico. A bacteriocina produzida por LAB 
(bactérias ácido láticas) tem baixo peso molecular e são facilmente desnaturadas por 
tratamentos térmicos.

4.3	Ensaio de time-kill curve 

Após determinar a concentração inibitória mínima do sobrenadante contra S. 
Typhimurium, foi realizado o ensaio de time-kill curve. Os resultados mostraram 
diferenças estatisticamente significativas considerando (p<0,10). O sobrenadante 
à 10% foi capaz de inibir o crescimento da bactéria, mas após o período de 10h a 
bactéria começou a se multiplicar e ao final do tempo de 24h teve um aumento de 1 log 
em relação do inoculo inicial, mostrando-se bacteriostático. Mas em comparação ao 
controle, no tempo de 24h teve uma diferença de 4 logs. O sobrenadante à 20% teve 
ação bactericida, diminuindo gradativamente o número de células viáveis, eliminando 
100% da população bacteriana em 24 h (Figura 1).
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Curva de crescimento e morte de Salmonella Typhimurium na presença de sobrenadante não 
neutralizado de L. rhamnosus (Figura 1).

4.4	Antagonismo, “spot on the lawn”

O método de antagonismo mostrou que os lactobacilos possuem atividade 
antimicrobiana capaz de inibir o crescimento de S. Typhimurium  formando um halo de 

inibição de 21mm de diâmetro (Figura 2).

Ensaio de antagonismo por “Spot-on-the-lawn” entre Salmonella Typhimurium e L. rhamnosus. 
As setas indicam halos de inibição em torno do inóculo de L. rhamnosus (Lacto) (Figura 2).

5 | 	DISCUSSÃO

Vários mecanismos têm sido propostos para explicar os efeitos benéficos de 
probióticos. Por exemplo, as bacteriocinas produzidas pelos probióticos podem inibir as 
bactérias patogênicas, prevenindo a infecção em humanos ou outros animais (Gómez 
et al., 2016). No entanto, nossos resultados sustentam que a atividade inibidora 
observada nos ensaios in vitro ocorreu devido à produção de ácidos orgânicos, 
o que reduziu o pH do meio. Este efeito foi semelhante aos estudos de Ogawa e 
colaboradores (2001) e Pereira e Gómez (2007).

Portanto, concluímos que L. rhamnosus V5 pode ser um potencial probiótico para 
controlar a salmonelose, para isso serão necessários testes em culturas de células, 
desafio in vivo em camundongos com analise microbiológica e histopatológica para 
a compreensão dos mecanismos envolvidos na ação benéfica de L. rhamnosus V5 
como probiótico.
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