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RESUMO

O uso de alimentos contendo bactérias probidticas foi recentemente considerado uma
possibilidade de prevencdo contra a instalagdo ou atenuacdo de diversos processos
infecciosos. Espécies pertencentes aos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus
predominam na microbiota gastrintestinal humana e sdo amplamente utilizadas em
alimentos funcionais. Em geral, a selecdo de novas cepas probidticas para uso em
humanos, tem como fonte a microbiota intestinal humana e o leite materno. Dessa forma,
o objetivo deste estudo foi isolar e identificar novas estirpes com potencial probidtico a
partir de fezes de lactentes amamentados exclusivamente com leite materno, além de
avaliar seu potencial probidtico. Foram utilizadas amostras de material fecal de bebes
alimentados exclusivamente com leite materno. O isolamento foi realizado utilizando-se
agar MRSC e dgar Beerens para bactérias acido-lacticas (BAL) e Bifidobacterium spp.
respectivamente. O potencial probidtico foi avaliado pelos testes de tolerancia ao pH
gdstrico e sais biliares. Além disso, foi verificado sua capacidade de aderir a mucina e as
células intestinais humanas (HT-29), bem como a capacidade de inibir adesdo de distintas
linhagens diarreiogénicas de E. coli além de sensibilidade a antimicrobianos. A
identificacdo dos isolados promissores foi realizada através da regidao 16S rDNA. Cinco
isolados apresentaram resisténcia acido-biliar, com destaque para o isolado CLM0109
que apresentou 90.2% e 64.6% de resisténcia a pH 3.0 e pH 2.0 respectivamente. Estes
isolados tiveram a capacidade de aderir a mucina e células HT-29, o isolado FEB0308
apresentou o maior nivel de aderéncia a células HT-29. O ensaio de inibicao da adesao
demonstrou que todos os isolados foram capazes de inibir adesdo de E. coli
diarreiogénicas (DECs). Além disso, a andlise de sensibilidade a antimicrobianos
demonstrou que 3 isolados apresentaram resisténcia a um ou dois antibidticos
(canamicina e estreptomicina). A andlise molecular identificou os isolados como
Lactobacillus casei. Concluimos que os cinco isolados apresentam potencial probidtico
especialmente para uso na prevencdo e tratamento de infec¢des causadas por DEC e
demonstra que as amostras fecais de lactentes alimentados exclusivamente com leite

materno, podem funcionar como fonte de bactérias com potencial probidtico.

Palavras-chave: leite humano, fezes de lactentes, Lactobacillus casei, diarreia e
probidticos



ABSTRACT

The use of food for probiotic bacteria has recently been considered a possibility of
prevention against the installation or attenuation of several infectious processes. Species
belonging to the genera Bifidobacterium and Lactobacillus predominate in the
gastrointestinal microbiota and are widely used in functional foods. In general, a selection
of new probiotic strains for use in humans has as its source a human intestinal flora and
breast milk. Thus, the objective of this study was to isolate and identify new species with
potential probiotic from samples of breast milk and feces of infants exclusively breastfed,
in addition to evaluating their probiotic potential. Samples of breast milk from two
different lactation periods (colostrum and transitional milk) and samples of fecal material
from infants were used. Isolation was used using MRSC and for Beerens for Lactic-Acid
Bacteria and Bifidobacterium spp. respectively. Probiotic potential was assessed by
physical pH and bile salt tolerance tests. Verified its ability to adhere to mucin and human
intestinal cells (HT-29) and inhibit adhesion of different diarrheogenic strains of E. coli.
The identification of the promising isolates was performed through the 16S rDNA region.
Five isolates had acid-bile resistance, with CLMO0109 insulation having 90.2% and 64.6%
resistance, pH 3.0 and pH 2.0, respectively. These isolates have an ability to adhere to
mucin and HT-29 cells, the isolate FEB0O308 showed the highest level of adherence to
HT-29 cells. The adhesion assay demonstrated that all isolates were absorbed by adhesion
of diarrheogenic E. coli (DECs). Antimicrobial susceptibility analysis showed that 3
isolates showed resistance to one or two antibiotics (kanamycin and streptomycin). The
molecular analysis allowed identifying the isolates as belonging to the species
Lactobacillus casei. The results show that the five isolates present probiotic potential
especially for use in the prevention and treatment of infections caused by DEC and
demonstrate that milk and stool samples from infants can act as a source of potential

probiotic bacteria.

Keywords: Human milk, infants stool, Lactobacillus casei, Childhood diarrhea,

probiotics



SUMARIO

1. INTRODUGCAOQ ..ueeceeereecrenessesssessssssessssesssssssessssssssssssesssssssesssssssessssessssses 13
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .....cooeuummecemmsnscssssasssssssssssssssssssssssssssassssses 16
2.1 MICRORGANISMOS E O HOMEM ......cccooiiiiiiiiiiniinienicceeieeeeseeee s 16
2.1.1 A Microbiota Intestinal ...........ccccceveerieeiiiniiiiienieeeesee e 17

2.1.2 Bactérias Acido-Lacticas e Bifidobacterias ...............cccoveveevervrvrvesrnnnns 19

2.1.3 Funcdes da Microbiota Intestinal ............cccceeeviieeniieenieeeieeeieeeeeeeen 20

2.2 PROBIOTICOS E SAUDE ......osvvumiimreirreiseieesesesessssesssssssesssssesssssenns 22
2.2.1 Evolugdo da Defini¢do dos ProbiGticos ........cc.eeeveeerieeinieeniieeniieenieeene 23

2.2.2 Atividade dos Probidticos na Satide Humana ............ccoooveiiiiniiincnniennne. 24

2.2.3 Aplicagdes Clinicas dos ProbiOtiCos ........ccceeevieeerieeriieeeniieeniieevee e 24
2.2.3.1 Manejo da intolerancia 8 1actoSe ..........cceeevvuieeriieeeniieeenieeeieeeeeeae 25

2.2.3.2 Prevengdo e tratamento de alergias ..........ccoeeeevvveeeniieenieeeneeeninenn. 26

2.2.3.3 Prevengao e tratamento de diarreias .......c.eeeeveeeeeveeenieeeceeeniieesiieenns 26

2.2.4 Aspectos de Seguranca dos ProbiOtiCos ..........cceeevieeerieeenieeenieeeiieeeeeenn 28

2.2.5 Mecanismos de A¢A0 dOSs ProbiGtiCos ......ccccvveevvieeeiivieniieecieeeriee e 28

2.2.6 Critérios para Avaliacdo dos Probidticos nos Alimentos ...........c...ce...e.... 30

2.2.7 Probidticos Comercialmente DiSpOniveis .........ccceevcveeerieeiiieeniieenniieenne 31

3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......covurereressessssnnssessessessssssessessessassses 33
4. LISTA DE PUBLICACOES ......oeeeerrereereensesssssssssssssssessessessesssssessesssssessssens 44
4.1 ARTIGO T acuueieiinecnninicnnsaecssicsncssnsssecsssssnsssesssessssssssssssssssssssssssasssessssssssssasssesss 45
4.2 ARTIGO 2 acuueoneinecnninecnnsancssicsscssesssecsssssssssesssssssssssssssssssssassssssasssessasssssssasssssss 54
4.3 DOCUMENTO DE PATENTE .....cucoviivininurninsnnssensnsssnssssssnssssssssssssssssssssns 78
5. CONSIDERACOES FINALIS ......ccevvvurrerreesesessessessessessessessessessessessessssessssessens 83

6. ANEXOS .uuoouiiirninsnensnnsnnssensanssnsssessssssasssessassssssssssssssassssssasssssssssssessassssssasssassns 84



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Distribuic@o e concentra¢do microbiana por sitio anatdmico ao longo do trato
GASTTOTNEESTINAL ..euvviiiiiieeeiieeeit et et e et e et e e et e e e seaeeeaaeeeaeeesssneesnsaeesseeenns 17

Figura 2. Mudanca na composi¢cdo da microbiota intestinal com transcorrer do ciclo
VItAl RUMANO. ...ttt 19

Figura 3. Diagrama esquemadtico de mecanismos de a¢do de cepas probidticas ........ 29



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
BAL: Bactérias do Acido Léctico

DAA: Diarreia Associada a Antibidticos

EFSA: European Food Safety Authority

EHEC: Escherichia coli enterohemorragica

EPEC: Escherichia coli enteropatogénica

EAEC: Escherichia coli enteroagregativa

ETEC: Escherichia coli enterotoxigénica

FAO: Food and Agriculture Organization

Gram (-): Gram negativa

Gram (+): Gram positiva

GRAS: Generally Regarded As Safe

ICD: Infeccao por Clostridium difficile

ILSI: International Life Sciences Institute

LM: Leite Materno

MF': Material Fecal

MRSC: Meio de Cultivo de Man Rogosa Sharpe com 0,25% L-cisteina
OD: Optical Density

p/v: Peso/volume

PBS: Phosphate-buffered saline

PCR: Polimerase Chain Reaction

rpm: Revolugdes por minuto

TGI: Trato Gastrointestinal

UFC/g: Unidades Formadoras de Coldnias por gramo
UFC: Unidades Formadoras de Colonias

WHO: World Health Organization



1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), as enfermidades diarreicas
representam a maior causa de morte em criangas menores de 5 anos de idade, provocando
526 mil mortes anuais e apresentando aproximadamente 2,5 milhdes de casos ao ano
(WHO/UNICEEF, 2015). As elevadas taxas de mortalidade sd@o preocupantes devido as
sequelas que podem se manifestar a longo prazo no desenvolvimento linear e nas fung¢des
fisicas e cognitivas das criancas (SCHAREF et al., 2014).

A diarreia pode ser causada por uma variedade de microrganismos desde bactérias
e virus até parasitas. Entre os principais agentes que sao reconhecidos como causadores,
incluem: Adenovirus, Astrovirus, Calicivirus, Enterovirus, Norovirus (virus Norwalk-
like), Sapovirus, Rotavirus, Aeromonas, Campylobacter, Clostridium dificille,
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli enterohemorrdgica (EHEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), Plesiomonas shigelloides, Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio spp, Yersinia
enterocolitica, Blastocystis hominis, Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidium,
Entamoeba hystolitica, Giardia lamblia, Isospora, Strongyloides stercoralis, entre outros
(HODGES; GILL, 2010; CHARLES et al., 2014).

No caso de infec¢Oes parasitdrias (como a amebiase e a giardiase) e de algumas
infec¢des bacterianas (infeccdes sistémicas, como a shigelose e a cdlera), a terapia
antimicrobiana adequada pode reduzir o curso clinico da doenga e a duracao da excre¢ao
fecal do agente infeccioso (GUERRANT et al., 2001). No entanto, quando se realiza o
tratamento empirico com antibidticos de amplo espectro, ou quando ocorre falha no
tratamento como resultado da resisténcia a droga utilizada, pode-se permitir a propagagao
da resisténcia a outras bactérias (ROBERTS; MULLANY, 2013; SOLOMON; OLIVER,
2014).

Nao obstante, o tratamento empirico pode também resultar no uso desnecessario
de antibidticos, tendo em vista a elevada prevaléncia de infec¢des virais (BARTELT;
GUERRANT, 2014; KRONMAN et al., 2014). Nao obstante, mesmo no caso de algumas
infec¢des intestinais bacterianas, o resultado clinico tende a piorar com o uso de
antibidticos, por exemplo: pacientes infectados por EHEC apresentam maior
probabilidade de desenvolver sindrome hemolitica urémica, quando tratados com
antibiéticos (CROXEN; FINLAY, 2010; GOLDWATER; BETTELHEIM, 2012) ou
quando o paciente apresenta gastroenterites por Salmonellas nio tificas, a terapia com

antimicrobianos pode aumentar o risco das bactérias presentes permanecerem por mais
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tempo dentro do organismo e por sua vez ocasionar recrudescéncia ou reinfeccdo
(OKORO et al., 2012). Outra complicacdo associada com o uso de antibidticos € o
desenvolvimento de candidiase (VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2013) e diarreia
associada a Clostridium difficile (GORBACH, 2014).

A microbiota intestinal apresenta-se como um complexo ecossistema formado por
microrganismos que possuem uma grande influéncia sobre a satide humana, contribuindo
para a maturacao do intestino, resisténcia do hospedeiro a patégenos e manutencao da
integridade fisica da mucosa intestinal (HUANG et al., 2013). Estudos in vitro e in vivo
tem demonstrado que a microbiota intestinal normal € uma barreira muito eficaz frente a
microrganismos oportunistas e patogénicos (TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2011;
VAISHNAVA et al., 2011). A compreensao sobre as funcdes da microbiota intestinal e
o uso de microrganismos para promover saide tem crescido de maneira significativa nos
ultimos anos, sendo que o uso destes microrganismos oferece um enfoque inovador sobre
o modelo de intervengdo terapéutica e de controle de enfermidades especificas
(RAOULT, 2008).

Microrganismos benéficos para os seres humanos sdao designados probidticos.
Atualmente, segundo a Organizacdo para a Agricultura e Alimentacao das Nagdes Unidas
(FAO) e a OMS os probiéticos “sd@ao microrganismos vivos que quando administrados em
quantidades adequadas conferem um beneficio a saide do hospedeiro” (FAO/WHO,
2002). Os probidticos podem ser utilizados para tratar uma variedade de enfermidades
gastrointestinais, incluindo doenca inflamatéria intestinal (DII), sindrome do intestino
irritado (SII) e diarreia associada com o uso de antibidticos (DAA) (OREL; KAMHI
TROP, 2014; REZAIE; PIMENTEL, 2014; YOON et al., 2014).

As bactérias probidticas, tanto autoctones como as introduzidas ao organismo
mediante alimentac¢do, podem controlar a instauragao e/ou desenvolvimento de diversos
microrganismos patogénicos, entre estes se destacam: Salmonella thyphimurium, Shigella
spp. Clostridium difficile, Campilobacter jejuni e Escherichia coli, além de proporciona
protecdo importante contra patégenos urogenitais como Gardnerella vaginalis, Candida
albicans e Chlamydia trachomatis (MENARD, 2011).

Desta maneira, as cepas probidticas tem sido alvo de muitos estudos devido ao
aumento da variabilidade de espécies com potencial probiético que foram descobertas e
testadas. Esta mudanca, fez com que o publico alvo, antes formado por idosos, criancas
e adultos com saude debilitada, abrangesse também individuos saudaveis e até animais

domésticos e de produg¢do (KORTERINK et al., 2014).
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Portanto, o objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar novas estirpes
probidticas isoladas a partir de amostras de leite materno e fezes de bebés alimentados
exclusivamente com leite materno, procedentes do Hospital Materno Infantil-

Universidade Federal do Maranhio.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MICRORGANISMOS E O HOMEM

O corpo humano € habitado por um vasto nimero de bactérias, virus e eucariotos
unicelulares. Antes, alguns autores acreditavam que a propor¢ao de bactérias em relagao
a células humanas era de 10:1, no entanto, estudos mais recentes demonstram que o
nimero de bactérias é equivalente ao nimero de células humano (1:1) (SENDER et al.,
2016). Além disso, outras dreas do corpo também apresentam concentragdes variadas de
bactérias como pele, cavidade oral, trato intestinal e urogenital (QUIGLEY, 2013).

A maior parte da microbiota intestinal € composta por anaerébios obrigatorios,
anaerdbios facultativos e aerdbios. Embora existam mais de 50 filos descritos, a
microbiota intestinal € predominantemente formada por 4 filos: Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria. Os anaerdbios obrigatérios sao
encontrados em maior propor¢ao do que as bactérias aerébias e a maioria (60-90%) sao
representantes de duas familias principais: 23% Bacteroidetes € 64% Firmicutes
(SEKIROV et al., 2010).

A proporcdo dos géneros de microrganismos que integram a microbiota
gastrointestinal varia consideravelmente ao longo do aparelho digestério. Dessa forma,
por exemplo, no intestino delgado a quantidade de microrganismos oscila na ordem de
10* UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) /mL a 107 UFC/mL (Figura 1). Os fatores
que limitam o crescimento destes microrganismos no trato gastrintestinal sdo
fundamentalmente o transito intestinal e a secrecdo de &cidos biliares e enzimas
pancredticas (CONLON; BIRD, 2015).

A microbiota normal humana € adquirida num momento posterior a0 nascimento
(BEZIRTZOGLOU, 1997). Em uma primeira fase, cepas aerdbias e anaerdbias
facultativas, colonizam o tubo digestivo, dentre elas Lactobacillus e Escherichia coli,
como consequéncia, um microssistema € formado, onde também é destacada a grande
proliferacdo de bactérias anaerdbias pertencentes aos géneros: Clostridium, Bacteroides
e Bifidobacterium (SEKIROV et al., 2010). Transcorridos os primeiros anos de vida, a
microbiota do trato TGI encontra-se estabelecida (RODRIGUEZ et al., 2015).

Estudos de colonizacdo intestinal identificaram trés funcdes primdrias da
microbiota intestinal: (A) nutricdo e metabolismo, como um resultado da atividade
bioquimica da microbiota, incluindo a recuperacdo de energia sob a forma de édcidos
graxos de cadeia curta, producdo de vitaminas e efeitos benéficos sobre a absor¢io de

calcio e ferro no célon; (B) protecdo, impedindo a invasao de agentes infecciosos ou o
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crescimento excessivo de espécies residentes com potencial patogénico, e (C) trdfica
sobre a proliferacdo e diferenciacdo do epitélio intestinal, e sobre o desenvolvimento e a
modulacdo do sistema imunoldgico local (GUARNER; MALAGELADA, 2003;
TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2011).

Figura 1. Distribui¢do e concentracdo microbiana por sitio anatdmico ao longo do TGI

humano

Concentracao
microbiana por ml
Estdbmago  10%a 10°
Lactobacilli
Duodeno
<10°

e Lactobacilli Jejuno

® Streptococci
* Clostridia . ;
* Enterobacteria ileo 103%a 107
* Enterococcus
* E. faecalis 3
* Bacteroides
= Bifidobacteria )
= Fusobacteria Colon
* Lactobacilli com 9 12
* Peptococci | 10°a 10
* Peptostreptococci cecoe
* Prevotellaceae apéndice
* Roseburia
* Ruminococci B |
* Verrucomicrobia

Fonte: Adaptado de Alan M. Mowat e W. Agace, 2014

2.1.1 A Microbiota Intestinal

A composi¢do inicial da microbiota do TGI comega a ser estabelecida
concomitante ao nascimento e depende fundamentalmente de dois fatores: tipo de parto
e status nutricional da mae (PENDERS et al., 2006).

Durante o desenvolvimento gestacional, o ser humano encontra-se protegido por
um ambiente fisiologicamente apropriado e estéril. No entanto, no momento do

nascimento € invadido por uma variedade de espécies microbianas provenientes da
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mucosa materna, consequéncia da sua passagem através do canal vaginal e contato com
a pele, bem como o meio ambiente circundante (NURIEL-OHAYON et al., 2016).

A partir deste momento € estabelecido no TGI uma residéncia bacteriana, que se
modifica com a idade, impondo um padrio de distribuicdo. Regulada por fatores
ambientais, interagdes fisiolégicas hospedeiro-microrganismo e componentes
alimentares (NEU, 2012).

A alimentacdo € um fator crucial para a evolu¢do da microbiota, como tem sido
demonstrado em estudos que compararam criangas sob aleitamento materno e aquelas
alimentadas com férmula (BARTICK; REINHOLD, 2010; REPA et al., 2015). Em bebés
alimentados exclusivamente com leite materno, a populacdo de bifidobactérias é
dominante, enquanto a presenga de coliformes e clostridios € pequena. Em contrapartida,
os bebés alimentados com férmulas apresentam uma microbiota mais complexa, com a
presenca de bacteroides, bifidobactérias, clostridios, estreptococos e coliformes em
proporcoes semelhantes (HARMSEN et al., 2000).

Ap6s o desmame, coincidindo com a introducdo de suplementos alimentares,
inicia-se o desenvolvimento de uma microbiota mais diversificada. Apds dois anos, a
microbiota da crianca evolui para o que serd a microbiota adulta. O nimero de
Bacteroides spp. e cocos Gram-positivos aerdbios se estabiliza e chega a superar em
nimero as bifidobactérias que, apds a idade adulta, diminuem ao passo que o nimero de
Lactobacillus aumenta (RODRIGUEZ et al., 2015) (Figura 2).

Embora a maioria dos autores argumentem que o feto no utero € estéril e a
colonizagdo do recém-nascido é produzida principalmente pela microbiota do canal de
vaginal, estudos recentes indicam que o leite materno apresenta um papel fundamental
como fonte de microrganismos (MARTIN et al., 2009; FERNANDEZ et al., 2013).
Outros autores, especulam sobre a possibilidade da passagem de bactérias através do
epitélio intestinal da mae para outras regides, tais como as glandulas mamarias, meio pelo
qual o intestino do lactente é atingido (FUNKHOUSER; BORDENSTEIN, 2013;
RODRIGUEZ, 2014).
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Figura 2. Mudancas na composi¢cao da microbiota intestinal com o transcorrer do ciclo
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2.1.2 Bactérias Acido-lacticas e Bifidobacterias

As bactérias 4dcido-lacticas (BAL) sdao definidas como microrganismos Gram (+),
catalase (-), nao esporuladas, com morfologia cocobacilar e produtores de dcido lactico
como produto final da sua fermentacdo. Seu modo peculiar de fermentacao de acticares
sob determinadas condi¢des € uma importante ferramenta para sua diferenciacdo. Desta
forma, as BAL podem agrupar-se em: aquelas que realizam Glicélise — via Embdem
Meyerhof - onde exclusivamente o produto final da fermentacdo € o &cido lactico
(metabolismo homofermentativo) e aquelas que além do 4cido lactico produzem etanol,
acetato e CO> pela via do 4cido-6-fosfogluconico (metabolismo heterofermentativo)
(SALMINEN et al., 2004). Geralmente, estas bactérias possuem complexas necessidades
de fatores de crescimento, como: vitamina B, aminodcidos, peptideos, bases puricas e
pirimidicas sendo esta uma das razdes de estarem presentes de forma tdo numerosa em

um meio tao rico quanto o leite.
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As BAL estao presentes em dois nichos ecoldgicos principais. Ambos ambientes
apresentam uma grande quantidade nutrientes: a mucosa do TGI do homem e de animais
homeotérmicos, além de ambientes ldcteos. Algumas apresentam relevante interesse na
biopreservacdo de alimentos, por sua capacidade de restringir o crescimento de
microrganismos indesejdveis, por competicio e/ou pela producdo de agentes
antimicrobianos, entre os quais estdo as bacteriocinas (PEREZ, et al., 2014), acidos
organicos (CHAILLOU et al., 2005) e hipotiocianato (JONES et al., 2001).

As bifidobacterias sdo microrganismos Gram-positivos pertencentes ao género
Bifidobacterium, compartilham numerosas caracteristicas fenotipicas e funcionais com as
BAL “tipicas”, por tradi¢do e efeitos praticos foram reunidas no mesmo grupo, apesar de
nao estarem relacionadas filogeneticamente. Além disso, as bifidobacterias possuem uma
concentracdo maior de guanina e citosina em seu DNA comparado as BAL tradicionais
(HOLZAPFEL et al., 2001).

Estes microrganismos foram isoladas pela primeira vez no final do século XIX
por Henry Tissier (Tissier, 1900). As principais espécies desse género que apresentam
interesse industrial para produgdo de leites fermentados com apelo probidtico sdo:
Bifidobacterium adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve, B. infantis, B. longum e
B. termophilum. Normalmente sdo encontradas no trato gastrintestinal, na vagina € na
boca dos seres humanos e animais. Algumas espécies sdo, todavia, oriundas do ambiente
ou de alimentos, normalmente de origem animal (MAYRHOFER et al., 2011). As
bifidobactérias sdo anaerdbias obrigatérias e colonizam o intestino grosso,
principalmente o c6lon dos seres humanos nos seus primeiros dias de vida, se proliferam
intensamente até atingirem uma populacio estavel na idade adulta e, a partir de entdo,

comegam a decrescer gradativamente até o final da vida (FUJIIMURA et al., 2010).

2.1.3 Funcoes da Microbiota

A elevada atividade metabdlica e enddcrina do TGI, além do seu papel nutricional,
resulta num importante impacto sobre a saide e o bem estar do individuo. As bactérias
presentes no célon j4 sdo consideradas como os maiores determinantes da satde e doenca
(HUMAN MICROBIOME PROJECT, 2012).

Nos ultimos anos, muitos estudos foram iniciados buscando compreender melhor
a complexidade deste sistema. O Programa Europeu de Metagenomica do Trato Intestinal
Humano (MetaHIT) e o Projeto do Microbioma humano dos EUA (HMP), sdo exemplos

de programas que possuem a inten¢do, através do sequenciamento em larga escala, de
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caracterizar a diversidade de espécies microbianas encontradas nos diferentes sitios
anatomicos do corpo humano (QIN et al., 2010; ARUMUGAM et al., 2011; HUMAN
MICROBIOME PROJECT, 2012).

2.1.3.1 Fungoes de Nutricdo e Metabolismo

A microbiota entérica metaboliza os substratos ou residuos dietéticos nao
digeriveis, muco enddgeno e os detritos celulares. A diversidade de genes na comunidade
microbiana (microbioma) proporciona uma grande variedade de enzimas e vias
bioquimicas distintas no hospedeiro (HOOPER et al., 2002). A fermentagdao de
carboidratos ndo digeriveis pelo hospedeiro ocorre principalmente no ceco e c6lon direito
e representa uma fonte de energia importante para o crescimento de bactérias produzindo
acidos graxos de cadeia curta que o hospedeiro pode absorver. Isto resulta na reabsorcao
de energia na dieta e promove a absor¢ao de ions (Ca, Mg, Fe) no ceco (MACFARLANE;
MACFARLAND, 2014). Os tipos de fun¢gdes metabdlicas incluem a producdo de
vitaminas (K, vitamina B12, biotina, dcido f6lico e pantoténico) e sintese de aminoacidos
a partir do amoniaco ou da ureia. J4 o metabolismo anaerébio de peptideos e proteinas
ocorre em segmentos mais distais do célon, e é uma fonte de 4cidos graxos de cadeia
curta, contudo, a0 mesmo tempo, gera uma série de substincias potencialmente toxicas

(POWER et al., 2014).

2.1.3.2 Fungdo de Protecdo

A funcdo defensiva inclui efeito "barreira”, em que as bactérias que ocupam um
espaco ou nicho impedem a implantacdo de bactérias estranhas ao ecossistema. Além
disso, a prépria microbiota impede o crescimento excessivo de bactérias oportunistas que
estdo presentes no intestino, mas com crescimento restrito (KAMADA et al., 2013). O
equilibrio entre as espécies bacterianas residentes permite a estabilidade global da
populacdo microbiana. O efeito de barreira se deve a capacidade de certas bactérias de
liberar substancias antimicrobianas (bacteriocinas) que inibem a proliferacdao de outras
bactérias, e também a competi¢do entre essas bactérias por recursos do sistema, tanto

nutrientes ou sitios ecoldgicos (NG et al., 2009).
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2.1.3.3 Fungdo Trofica

Possivelmente, o papel mais importante da microbiota intestinal sobre a fisiologia
coldnica € o seu efeito tréfico no epitélio intestinal (WONG et al., 2006). A diferenciacdo
das células epiteliais é afetada em grande parte pela interacdo com microrganismos
residentes e seus produtos metabdlicos, principalmente 4dcidos graxos com cadeias curtas
(butirato, acetato e propionato) que estimulam a proliferacdo e diferenciaciao de células
epiteliais no intestino humano. Além disso, o acetato € utilizado pelo musculo esquelético
e cardiaco para a obtengdo de energia e pelos adipdcitos para lipogénese (HOOPER et

al., 2001).

2.2 PROBIOTICOS E A SAUDE

Atualmente, diversos trabalhos tem demostrado haver uma estreita relacao entre
a dieta e o estado de saide (CLAESSON et al., 2012; GURA, 2014; KELDER et al.,
2014). Segundo estes autores, doencas metabdlicas como obesidade e diabetes estdo
intrinsecamente correlacionadas com o papel da microbiota intestinal e a alimentacgao.

H4 muitos séculos, microrganismos probidticos t€m sido utilizados de forma
empirica na producao de alimentos como produtos lacteos e fermentados (MALAGO et
al., 2011). Estes alimentos apresentam caracteristicas ditas organolépticas, com base na
presenca de determinados microrganismos. Nos ultimos anos o interesse sobre esses
microrganismos elevou-se devido sua utilizacdo na promog¢ao de melhorias na saide e
prevencdo de enfermidades (BARRETT et al., 2012; PETSCHOW et al., 2013;
SHERIDAN et al., 2014).

Sem duavida a relacdo mais conhecida de probidticos com derivados lacteos
fermentados corresponde a associacdo entre Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
e Streptococcus thermophilus, tradicionalmente utilizado na producdo de iogurte. Nao
obstante, a lista de linhagens tem aumentado com outros microrganismos que podem estar
presentes na microbiota intestinal, com por exemplo, outras espécies de Lactobacillus,
Streptococcus espécies de Bifidobacterium, Saccharomyces, cepas de Escherichia coli e
inclusive espécies do género Enterococcus (FIJAN, 2014).

Tais agentes devem possuir patogenicidade nula ou minima, assim com
capacidade de desempenhar funcdes favordveis sobre a satde, funcionando como
coadjuvantes no tratamento de diarreias agudas, principalmente a provocada pelo uso de

antibidticos (REZAIE; PIMENTEL, 2014).
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2.2.1 Evolucao da Definicao dos Probiéticos

O conceito de microrganismos probidticos vem do Grego "pro-bios" (para a vida),
e foi introduzido por Ilya Metchnikoff em 1907 . Contudo, o termo "probidtico" foi
proposto em vdrias fontes, por Ferdinand Vergin em 1954 para "substancias ativas que
sdo essenciais para um desenvolvimento saudavel da vida", por Werner Kollath em 1953
e respectivamente usado por Lilly e Stillwell, em 1965.

Virias espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium ja foram investigadas
intensamente, assim como estirpes de Saccharomyces, Enterococcus, Lactococcus,
Propionibacterium e Streptococcus que foram considerados como microrganismos com
propriedades probidticas (FUNG et al., 2011).

Atualmente, os probidticos sdo definidos como "microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saide do
hospedeiro" (FAO/WHO, 2006). No entanto, esta definicao nao € aceita pela Autoridade
Europeia para Seguranca Alimentar (EFSA) e pela Administracdo Federal de Alimentos
e Medicamentos dos EUA (FDA). No momento, tais 6rgaos informam que a alegacao de
saude integrada na defini¢do do termo probidtico ndo é mensurdvel, pois os mercados
comerciais t€m ultrapassado a capacidade da ciéncia para comprovar tal evidéncia
(RIJKERS et al., 2011). Contudo, as alegacdes de saide, como tratamento e cura de
doencas usando probidticos, sdo mensurdveis e podem ser comprovadas utilizando
abordagens, como ensaios randomizados, ensaios duplo-cegos ou controlados com
placebo (FIJAN, 2014).

No Brasil, a ANVISA estabelece que os probidticos sdo os microrganismos vivos
capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a
saude do individuo. Tal agéncia ainda estabelece critérios como: nimero de células
vidveis, concentragdes minimas exigidas at€é o momento do consumo, dentre outros
(BRASIL, 2002).

Embora os beneficios do consumo de alimentos fermentados sejam conhecidos
pela humanidade hd séculos; muito antes dos microrganismos serem descobertos; o
conceito de administragdo de microrganismos, a fim de promover um beneficio a saide
humana iniciou-se a um século, quando Ilya Metchnikoff teorizou que a saide pode ser
melhorada, assim como o processo de envelhecimento retardado, manipulando-se o
microbioma intestinal com bactérias “benéficas” encontradas no iogurte

(METCHNIKOFF, 1907).
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Desde entao, até os dias atuais, t€m crescido o interesse por esses alimentos que
apresentam microrganismos benéficos para a saide e de forma maior, pelos produtos

lacteos fermentados (CEAPA et al., 2013; VEIGA et al., 2014; MANZO et al., 2015).

2.2.2 Atividade dos Probioticos na Satide Humana

Nos dias atuais, consumidores estdo mais cientes da relagdo entre estilo de vida,
dieta e boa saude, o que explica o surgimento de uma forte procura por produtos que sao
capazes de melhorar a satde, além de fornecer nutri¢io basica (KLIEM; GIVENS, 2011;
ROZENBERG et al., 2016). A lista de beneficios conferidos a saide dada pelos alimentos
funcionais aumenta vertiginosamente e os probidticos demonstram ser uma das categorias
que mais cresce (BISANZ et al., 2014; MOHAMADSHAHI et al., 2014).

O uso de probidticos como suplementos na alimenta¢do tem sido efetivo no
controle de infec¢des do TGI e em condicdes inflamatdrias (VERNA; LUCAK, 2010;
OREL; KAMHI TROP, 2014; HORVATH et al., 2016). Essas evidéncias indicam que
estirpes especificas e selecionadas a partir da microbiota intestinal saudédvel, exibem
poderosa capacidade antipatogénica e anti-inflamatéria e consequentemente estao
envolvidas na modula¢do da microbiota intestinal (ISOLAURI et al., 2004).

Certos produtos lacteos, que contém linhagens iniciadoras como Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus, sao capazes de facilitar a
degradacdo da lactose em individuos que apresentem intolerancia, pois contém uma
enzima chamada [B-galactosidase que atua durante a fermentacio dos produtos e também

no intestino (EL KAFSI et al., 2014; SAVAIANO, 2014).

2.2.3 Aplicacoes Clinicas dos Probidticos

Atualmente, existem vérios estudos investigando os reais beneficios de alimentos
fermentados e probidticos a saude humana (BISANZ et al., 2014; IVEY et al., 2015;
PEREZ, C., 2015). No entanto, na maioria desses estudos os pesquisadores nao utilizam
informacdes suficientes ou utilizam microrganismos que nao foram identificados
definitivamente. Assim, enquanto o nimero de efeitos descritos pelo uso de probidticos
for baixo, pouco impacto cientifico terdo os probidticos, tornando restrita suas aplicagdes
clinicas.

Dentre os principais beneficios conferidos aos probidticos que estao relatados na

literatura, convém destacar:
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= Melhora do sistema imunolégico;

»  Manejo da intolerdncia a lactose;

» Prevencgdo do cancer de cdlon;

» Redugao das concentragdes de colesterol e triglicerideos plasmaéticos;

* Redugdo da pressdo arterial;

= Redugdo de quadros inflamatorios;

»  Prevengdo e tratamento de alergias;

= Efeitos benéficos sobre o metabolismo mineral, particularmente a densidade 6ssea
e estabilidade;

* Reducdo da infeccao por Helicobacter pylori;

= Supressdo de microrganismos patogénicos (efeito antimicrobiano);

»  Prevencdo e tratamento de diarreias;

= Prevencdo de infec¢des urogenitais

2.2.3.1 Manejo da intolerdncia a lactose

Intolerancia a lactose, também conhecida como mé absorc¢ao da lactose ou como
denominado recentemente, “lactase ndo persistente”, € um dos tipos mais comuns de ma
absorc¢do de carboidratos. Esta associada com a incapacidade de digestdo da lactose e seus
constituintes, glicose e galactose, devido a baixa atividade enzimdtica da lactase, que
muitos autores denominam de hipolactasia (MATTAR et al., 2012; PERETS et al., 2014).

Apo6s 0 nascimento, a atividade de lactase € alta e declina durante o crescimento.
Como consequéncia, a lactose ndo absorvida, durante a fase adulta, ¢ metabolizada por
bactérias do colén que produzem gas (hidrogénio e metano) e acidos graxos de cadeia
curta. Os principais sintomas aparecem cerca de 30 minutos a 2 horas apés o consumo de
produtos alimentares contendo lactose, e podem variar desde inchaco e célicas até diarreia
(WILT et al., 2010).

As pessoas com intolerancia a lactose, toleram melhor lactose presente no iogurte
do que a lactose presente no leite, devido a presenga de bactérias produtoras de lactase no
iogurte, especialmente Lactobacillus acidophilus, o que contribui para a digestdo e
absor¢do de lactose (SUCHY et al., 2010; REPA et al., 2015).

A presenca de Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus diminuem
a intolerancia a lactose devido a capacidade que tem em produzir a enzima lactase

(MONTES et al., 1995; VASILJEVIC; JELEN, 2001; RUL et al., 2011).
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Adicionalmente, em outro estudo, verificou-se que o consumo de leite contendo
Bifidobacterium longum resultou em uma menor produ¢do de hidrogénio e sintomas de
flatuléncia, quando comparado com o consumo de leite pasteurizado como controle
(ANDRADE; BORGES, 2009).

Atualmente, estudos com B. longum envolvendo imunomodulag¢do, demonstram
que a administracdo oral pode promover protecdo contra infeccdes ocasionada por
agentes virais como o virus influenza (KAWAHARA et al., 2015). Com base nas
informacdes citadas acima, pesquisadores especulam que a administraciao de probidticos

pode ajudar na digestio de produtos lacteos contendo lactose.

2.2.3.2 Prevencgdo de tratamento de alergias

As doengas alérgicas representam um problema de saide publica, atingindo mais
de 20% da populacao mundial (PAWANKAR, 2014). Em criancas, sua prevaléncia
depende muito do status alérgico dos pais, sendo 10% naqueles sem pais ou irmaos
alérgicos e 20 a 30% naqueles com parentes de primeiro grau atopicos (ARSHAD, 2005).
Vale ressaltar também, a prevaléncia de alergias a alimentos apresentada por lactentes e
criangas que oscila entre 3 a 10% (LACK, 2008)

A prevaléncia de enfermidades alérgicas como eczema atdpico, alergias
respiratdrias e alimentares tem aumentado nos ultimos anos (DHAMI; SHEIKH, 2015).
Estas condi¢des estdo associadas a presenga de citocinas sintetizadas por linfécitos T
CD4* que estimulam a secrecdo de IgE (POULSEN; HUMMELSHOJ, 2007).

Probidticos ao atuarem como imunomoduladores de respostas alérgicas, através
da fagocitose e/ou producdo de citocinas pro-inflamatdrias, apresentam-se como uma
nova abordagem terapéutica na prevencao e tratamento destas doencas (YAN; POLK,
2011). Isto é confirmado através de estudos que relatam a influéncia da microbiota
intestinal na sensibilizacdo e origem de alergias. Tal hipétese, segundo alguns autores,
pode explicar o aumento da incidéncia de doencas alérgicas recentemente (TROMPETTE

et al., 2014).

2.2.3.3 Prevengado e tratamento de diarreias

Na diarreia, os efeitos dos probidticos ainda ndo estao totalmente elucidados, no
entanto, existem pesquisas que relatam efeitos benéficos de probidticos sobre alguns tipos
de diarreia (DIETRICH et al., 2014). O rotavirus, virus da familia Reoviridae, é

considerado o principal agente causador de diarreia infantil e responsavel por elevadas

26



taxas de mortalidade (WHO/UNICEF, 2015). Bons resultados foram obtidos no
tratamento de diarreia com o uso de cepas de Lactobacillus rhamnosus GG (PANT et al.,
2011; NIXON et al., 2012; ZHANG et al., 2013). Existem relatos também, da acio de
Lactobacillus acidophilus LB1, Bifidobacterium lactis e Lactobacillus reuterii, descritos
por possuirem efeitos benéficos sobre diarreias (SALAZAR et al., 2009; GUTIERREZ-
CASTRELLON et al., 2014; PRESTT et al., 2015).

Outros microrganismos associados a quadros graves de diarreia sdo os
enteropatdgenos bacterianos, dos quais os mais comuns sao Escherichia coli (linhagens
diarreiogénicas), onde a E. coli enteropatogénica classica (EPEC) e enterohemorragica
(EHEC), representam os agentes bacterianos mais frequentemente associados a diarreia
infantil, além de Shigella sp., Salmonella sp. Campylobacter jejuni, Yersinia
enterocolitica, (WALKER et al., 2013). A avaliacdo da acdo de probidticos sobre
patégenos como EPEC e EHEC, mostra-se efetiva através de mecanismos como, exclusao
competitiva e producdo de substancias inibitérias (JANDU et al., 2009; FORSSTEN et
al., 2014; KLETA et al., 2014).

Vale ressaltar que a antibioticoterapia, principal linha de intervencdo contra
enteropatogenos, pode provocar desde surtos leves a quadros graves de diarreia
(HICKSON, 2011). Durante a terapia antimicrobiana a microbiota normal pode ser
suprimida e como resultado disto, ser ocupada com cepas patogénicas. As mudancas da
microbiota também podem levar a origem de cepas resistentes como de Clostridium
difficile que é um dos principais agentes causadores de DAA (VARUGHESE et al., 2013).
Este microrganismo é também responsavel por uma infec¢do chamada ICD (infeccao por
Clostridium difficile) que é uma infec¢do gastrointestinal caracterizada por manifestagcoes
clinicas que podem variar desde diarreias leves a colite pseudomembranosa, com
surgimento de megacdlon e possivel perfuracdo intestinal, estando intimamente associado
a uso de antibiéticos (FREEMAN et al., 2010).

Virias pesquisas tém utilizado Saccharomyces boulardii, Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp. no combate a DAA (HICKSON, 2011; ALLEN et al., 2013;
MICKLEFIELD, 2014). Esses microrganismos podem ser usados em pacientes idosos,
internados por longos periodos ou em imunocomprometidos. As cepas de S. boulardii sao
eficientes em reduzir a concentragdo de C. difficile na ICD (SHAN et al., 2013;
MCFARLAND, 2014).
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2.2.4 Aspectos de Seguranca dos Probiéticos

Certas cepas com caracteristicas probidticas especificas podem ser utilizadas
como bactérias comerciais, apresentando-se com seguras para uso em algumas aplicacoes
(STEINBERG et al., 2014; GU et al., 2015).

A seguranga dos produtos probidticos € avaliada através das caracteristicas
fenotipicas e genotipicas e também por andlises estatisticas obtidas a partir da utilizacdo
destes microrganismos numa determinada populacdo (DORON; SNYDMAN, 2015). Os

principais aspectos de seguranga associados ao uso de probidticos incluem:

= Utilizacdo de estirpes de origem humana em humanos;

» [solamento a partir do TGI de humanos saudaveis;

= Apresentar-se nao-patogénica;

» N3ao possuir nenhuma histéria de relacdo com doencas infecciosas;
* Nao serem capazes de desconjugar sais biliares;

= Na3o transportar genes de resisténcia a antibidticos

Conhecimentos a respeito da sobrevivéncia, propriedades de translocacido e
colonizagdo sdo importantes para a avaliagcdo dos possiveis efeitos positivos e negativos
dos probidticos (BOYLE et al., 2006). Algumas propriedades enzimdticas como excesso
de desconjugacdo de sais biliares ou degradacdo de muco tem revelado promover efeitos

negativos (JAROCKI et al., 2014).

2.2.5 Mecanismo de acao dos probiéticos

Microrganismos probidticos se apresentam como suporte a saide do hospedeiro.
No entanto, este mecanismo de suporte nao estd bem explicado. Existe na literatura um
nimero muito grande de pesquisas sobre este tema, porém muitos destes estudos tentam
explicar apenas como probidticos podem proteger o hospedeiro de desordens intestinais
(PLAZA-DIAZ et al., 2014; RINGEL-KULKA et al., 2014; PYNE et al., 2015).

Dentro os principais mecanismos, convém destacar:

* Producido de Substancias inibitérias: Producdo de alguns acidos organicos,
perdxido de hidrogénio e bacteriocinas que s@o inibidores tanto de bactérias Gram-

positivas quanto de Gram-negativas (NEAL-MCKINNEY et al., 2012).
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* Bloqueio de Sitios de Adesdao: Probidticos e bactérias patogé€nicas estio em
constante competi¢do. Os probidticos inibem a adesao desses patdégenos aderindo as
superficies epiteliais do intestino, bloqueando assim sitios de adesdo (OHLAND;
MACNAUGHTON, 2010) (Figura 3).

* Competicao por Nutrientes: Apesar da falta de estudos in vivo, os probidticos
inibem o crescimento de outros patégenos consumindo os nutrientes que eles
necessitam (REIFF; KELLY, 2010).

» Estimulo da Imunidade: Estimulante da imunidade especifica e ndo especifica pode
ser um possivel mecanismo dos probidticos para proteger o hospedeiro contra doengas
intestinais. Este mecanismo ndo estd bem documentado, porém acredita-se que os
componentes especificos da parede celular ou as camadas celulares podem atuar como
adjuvantes e aumentar a resposta imune humoral (GIORGETTI et al., 2015).

= Degradaciao de Receptores de Toxinas: Devido a degradag¢io do receptor de toxina
sobre a mucosa intestinal, demonstrou-se que S. boulardii protege o hospedeiro contra

doenca intestinal causada por C. difficile (POTHOULAKIS, 2009).

Figura 3. Diagrama esquemdtico do mecanismo de acdo de probidticos sobre
microrganismos patogénicos, ilustrando mecanismos de agcdo por bloqueio de sitios de
adesdo em células epiteliais do trato intestinal.
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Alguns outros mecanismos demonstrados sdo a supressdo da producao de toxinas,
reducdo do pH do intestino, a atenuagdo da viruléncia. Todos mecanismos de acdo dos
probidticos ainda ndo foram plenamente estabelecidos (HOLZAPFEL et al., 1998;
CHEN, C. C.; WALKER, 2005). Vale ressaltar que os probidticos ndo se multiplicam
com rapidez, razdo pela qual ndo permanecem como colonizadores perenes do tubo

digestivo (MARCO et al., 2000).

2.2.6 Critério para avaliacao dos probiéticos nos alimentos
Durante a primavera de 2006, a FAO e WHO definiram conjuntamente novos
critérios para avaliacdo dos probidticos.

O informe compreende os seguintes pontos:

» Identificacdo da cepa: Mediante técnicas que incluem métodos moleculares
aceitos internacionalmente para estabelecer fenotipo, genétipo, género e espécie

de acordo com o Cédigo Internacional de Nomenclatura.

» Caracterizacao biolégica: Deve ser demonstrado os efeitos benéficos através
de provas in vitro, determinando caracteristicas como adesdo a epitélio
gastrointestinal, produ¢do de bacteriocinas, dcido latico e peroxido de hidrogénio
e a habilidade de inibir a aderéncia de patégenos. Também deve ser incluido
ensaios in vivo com modelos animais para estabelecer os potenciais mecanismos

de acgdo.

= Seguranca: E necessério estabelecer e conhecer os padrdes de resisténcia a
antimicrobianos, atividade metabdlica, producdo de toxinas, atividade
hemolitica, infectividade em modelos animais e os possiveis efeitos adversos nos
consumidores. Garantindo assim, que se tratam de microrganismos GRAS

(Generally Recognized as Safe).

» Eficacia: Comprovar através de estudos clinicos os efeitos esperados dos
probidticos em humanos. Portanto, ao associar um efeito a uma cepa concreta é
necessario comprovar isto através de estudos tecnoldgicos, clinicos e

epidemioldgicos.

30



= Especificacoes: Definir na etiqueta um documento explicativo, com as
caracteristicas do produto, gé€nero e espécie da cepa, caracterizagdo do

microrganismo, condi¢des de armazenamento e efeitos benéficos especificos.

2.2.7 Probiéticos Comercialmente Disponiveis

Virios produtos com caracteristicas probidticas se apresentam comercialmente
disponiveis para consumo em todo mundo. Tais produtos variam desde produtos lacteos
como: iogurtes, bebidas e suplementos em capsula a insumos para animas em geral
(VEIGA et al., 2010; HUTCHINS et al., 2013; SANDERS et al., 2013). Em alguns
produtos sdo administrados microrganismos isolados, em outros sdo utilizadas mesclas
bacterianas. Entre elas podemos citar a mescla de cepas de Lactobacillus e Streptococcus
que sdo utilizadas como fermentadoras de produtos lacteos com o objetivo de promover
e melhorar a saide humana (HERVE-JIMENEZ et al., 2009).

No Brasil, a ANVISA, 6rgdo responsédvel pelo controle sanitario de produtos e
servico, ja aprovou 10 microrganismos com fungdo probidtica: Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei variedade rhammosus,
Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis,
Bifidobacterim bifidum, Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B. lactis),
Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium todos em concentragdes minimas de 10
a 10° UFC de microrganismos probidticos por por¢do do produto (ANVISA, 2008).

No entanto, estudos demonstram que em muitos produtos sdo encontradas
discrepancias entre os conteidos declarados e os realmente presentes (DRAGO et al.,
2010; CHEN, T. et al., 2014). Estes problemas surgem em muitos casos em virtude da
auséncia de uma fiscalizacao regulatéria precisa, pois tais produtos nio sao considerados
produtos farmacéuticos (GOVENDER et al., 2014).

Nos EUA, a FDA detém autoridade reguladora sobre produtos probidticos,
fiscalizando responsabilidades sobre os fabricantes, incluindo a rotulagem e a seguranca
destes produtos seja em alimentos, suplementos ou na forma de drogas. Contudo, alguns
procedimentos ndo abordam a verificacdo das declaracdes de eficdcia ou qualidade
composicional (identidade, pureza e for¢a) (SANDERS, 2008).

No Brasil, o registro para substancias bioativas, probidticos isolados, alimentos
com alegacdo de propriedade funcional/saide, alimentos novos e outros ingredientes

produzidos nacionalmente ou importados, passou a ser obrigatério. O processo €
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encaminhado para a CTCAF (Comissao de Assessoramento Tecno-cientifico em
Alimentos com Alegacdes de Propriedades Funcionais), que realiza a analise (ANVISA,
2008)

Portanto, a selecdo de novas estirpes com potencial probidtico a partir de amostras
de origem humana representaria um grande avango no tratamento de diarreias e prevencao
de outras doengas no Brasil e no mundo. Adicionalmente, uma das grandes preocupagoes
da OMS € a implementacdo de novas terapias que ndo atuem como pressdo seletiva, ao
propiciar a selecdo de patégenos cada vez mais resistentes aos antibiéticos. Sendo assim,
diante da necessidade de novas alternativas ao tratamento de doengas, a busca por novos
microrganismos com potencial probidtico pode representar avancos e introduzir

importantes beneficios para saide publica.
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Abstract

Probiotics are live microorganisms that provide health benefits fo the host when they are ingested in
adequate amounts. The strains most frequently used as probiotics include lactic acid bacteria and
bifidobacteria. These microorganisms have significant potential as therapeutic options for a variety
of diseases, but the mechanisms responsible for these effects have not vet been fully elucidated. In
general, new probiotic strains for human use are sourced from human intestinal flora and breast
milk. This study sought to survey the existing research regarding the potential for and development
of technologies regarding infant stool-associated probiotics. The study was performed using
information from the Furopean Patent Bank, the Bank of the World Intellectual Property
Organization and the database of the National Institute of Industrial Property of Brazil. The most
abundant international classification prospected was Subsection C12, particularly class A6IN. The
Republic of Korea has the most patents filed. The results indicate a promising area with significant
growth in the number of patents.

Keywords: infant stools; probiotics products; technology prospecting; patents
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INTRODUCTION

According to the Food and Agriculture Organization of the United Nations and the World
Health Organization (WHO), probiotics are live microorganisms that confer a health benefit to the
host when they are administered in adequate amounts (FAO/WHO, 2006). Specially, bacteria
belonging to Bifidobacterium and Lactobacillus, which are the predominant and subdominant groups
of the gastrointestinal microbiota, respectively, are the most widely used probiotic bacteria and are
included in many functional foods and dietary supplements (GOURBEYRE et al., 2011). Generally,
the selection of new probiotic strains for human use is sourced from human intestinal flora and breast
milk (MARTIN et al., 2009). With a long history of the safe use of probiotics in fermented dairy
products and growing recognition of their beneficial effects on human health, the food industry has
become increasingly interested in these types of microorganisms (SHERIDAN et al., 2014). Often,
the criteria for the selection of probiotics include tolerance to gastrointestinal conditions (gastric acid
and bile), the ability to adhere to the gastrointestinal mucosa and competitive exclusion of pathogens
(SANDERS, 2013). The mechanisms underlying the beneficial effects of probiotics are largely
unknown but are likely to be multifactorial. Several mechanisms related to the antagonistic effects of
probiotics on various microorganisms include the following: secretion of antimicrobial substances,
competitive adherence to the mucosa and epithelium, strengthening of the gut epithelial barrier, and
modulation of the immune system (NEAL-MCKINNEY et al., 2012; GIORGETTT et al., 2015).

Probiotic bacteria, both native and those introduced by feeding the host organism, can control
the initiation and/or development of many pathogenic microorganisms, including Salmonella
typhvmurium, Shigella spp., Clostridium difficile, Campylobacter jejuni and Escherichia coli.
Probiotics also provide important protection against urogenital pathogens such as Gardnerella
vaginalis, Candida albicans, and Chlamydia trachomatis MENARD, 2011).

Thus, these probiotic strains have been the subject of numerous studies because of an increase
in the variability of microbial species that have been discovered and tested with potential probiotic
capabilities. This change has meant that the previous target audience, consisting of elderly people,
children and adults with poor health, has since expanded to also cover healthy individuals and even
animals (KORTERINK et al., 2014)

Therefore, the accelerated development of scientific knowledge regarding the role of
probiotics conveyed by dairy products and certain non-dairy products on the health of the host will
almost certainly result in an expansion of the range of probiotic product options available to

consumers (ROWLAND et al., 2010).
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Furthermore, consumers are now more aware of probiotics and are increasingly opting for
products that support a balanced lifestyle, provide health benefits and are attractive from a sensory

standpoint. Consequently, the market for these products is increasingly competitive.

METHODS

We used the following terms in conjunction with probiotics in the database search: infant
stools, breast-fed-infant stools, feces of infants, and baby’s stool. The databases used for patent
research were: INPI - National Institute of Industrial Property; Espacenet - European Patent Oftice
(EPO); USPTO - United States Patents and Trademarks Office; and WIPO - Intellectual Property
Digital Library. The databases used for research papers, theses and dissertations were CAPES
Periodicals; PubMed; and SCIELO. Initially, the search in the patent databases used the search term
"probiotic and infant stool”, which resulted in a much lower number of results in the EPO and WIPO

databases compared with the USPTO database.

RESULTS AND DISCUSSION

The searches of the patent databases (INPI, EPO, USPTO and WIPO) identified a total of 7
relevant patents in the WIPO database, 2 patents in the EPO database and 2 patents in the USPTO
database, as shown in the data presented in Figure 1. No patents were found in the INPI database.

Figure 1. Patents filed by database

PATENTS

Number of Patents
O B N W B U o N

INPI ESPACENET USPTO WIPO

Database

Source: Author's own figure

Recently, the INPI has concentrated on using the system of industrial property for more than

its function of protecting intellectual property. The restructuring work, undertaken since 2004, has
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intended to allow use of the system as a tool of empowerment and competitiveness, which are
essential to improving countries’ economic and technological development (BARROSO et al., 2009)

The documents identified by our searches provided us with the number of relevant patents
deposited each year. Using the WIPO, which is the most specific patent database (because the
necessary information to register a patent in the WIPO includes a set of legal references related to the
patent’s theme of development), we noted that the deposition of patents fluctuated in the past decade
but remained constant in recent years, although the last year of record is 2014.

Figure 2. Number of patent filed per year, 2016

Number of Patents
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Source: Author's own figure

The analysis of the country of origin of each depositor can be observed in Figure 3. The
Republic of Korea is the largest patent holder, with 5 deposited patents. The United States and Japan
each have only one registered patent.

Figure 3. Patents filed by country of origin, 2016
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Source: Author's own figure

Brazil does not have any patents in the area of probiotics associated with infant stools.

However, a new policy to encourage patents has been proposed by the government (PINHEIRO,
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2005). Furthermore, patent information is essential for policy makers to decide whether a new
technology will be introduced or will replace existing technology to optimize technical and financial
human resources through the sale or licensing of technology, to avoid duplicated efforts and wasted
resources (OLIVEIRA, 2005).

Among the documents identified in the survey, 55% are related to the field of microorganisms
or enzymes and their compositions (C12N); 18% are in the area of food, food products and non-
alcoholic beverages and preparations for medical purposes (A61K and A23C, respectively); and 9%
are in the area of dairy products (A61K) (Figure 4).

Figure 4. Patents filed by application area, 2016.

W A61K
mA23L
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Source: Author's own figure

The search on patent databases and scientific production identified 17,166 documents in
PubMed (US National Library of Medicine), 596 scientific papers in the Sciclo (Scientific Electronic
Library Online) and 15,672 scientific papers in the CAPES database, as shown in Table 1.

Table 1. Number of research papers, theses and dissertations from keyword searches in different

databases
Keyword CAPES PubMed SCIELO

Probiotic* 15478 16682 ST3
Probiotic* and (breast-fed-infant stools OR infant feces OR
baby's stool) 130 324 21
Food* and probiotic* and (breast-fed-infant stools OR 37 147 .
mfant feces OR baby’s stool) .
Probiotic* and Product* and (breast-fed-infant stools OR 27 13 1
mnfant feces OR baby's stool)

Total 15,672 17,166 596

_———~——
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With the search keywords and associations using Boolean operators outlined in Table 1, the
largest volume of documents was found with the PubMed search. This is because PubMed is the
search engine for the MEDLINE database of references and abstracts, and MEDLINE is the largest

medical and natural seiences database in the world.

According to the analysis of the articles extracted from MEDLINE by vear, the annual
production of work related to probiotics and associated with the word "mtfant stool” was scarce until
the end of the 1990s and fluctuated greatly in the 2000s, with the highest number of publications in
2014. The number of scientific papers found was much higher than the number of patents in the WIPO

database (Figure 5).
Figure 5. Annual number of articles deposited into the PubMed database (1992-2016).
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Source: Author's own figure

CONCLUSIONS

The Republic of Korea has largest number of patent applications in this area, followed by the
United States and Japan. Brazil shows a promising [uture because the number of scientific projects
specifically in the area of probiotics has grown tremendously in the past several years. The public
expects future innovations to produce more diverse probiotic products aimed at contributing to the

improvement of consumer health.
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Abstract

Probiotics are suggested to aid the therapy or prevention of infectious diseases. The
intestinal microbiota and breast milk are important sources of novel probiotic strains, with
Lactobacillus as the most widely used functional food bacterium. In the current study, we
aimed to identify new bacterial strains with probiotic potential isolated from stool samples
of exclusively breast-fed infants. Five bacterial isolates were acid- and bile salt-resistant,
and all of them were able to adhere to mucin. The isolates were also able to bind to the
human intestinal HT-29 cells in vitro, and to inhibit the adherence of distinct
diarrheagenic Escherichia coli (DEC) strains to these cells. Analysis of the /6S rRNA
gene sequences revealed that these isolates are Lactobacillus casei. We suggest that these
five novel L. casei strains isolated from the stools of breast-fed infants possess probiotic
potential, and may be useful in preventing or treating intestinal infections caused by DEC

strains.

Keywords: Probiotic, Human milk, Escherichia coli, Childhood diarrhoea
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1. Introduction

According to the Food and Agriculture Organization of the United Nations and
World Health Organization (FAO/WHO, 2002), probiotics are defined as “living
microorganisms that when administered in adequate quantities confer a benefit to the
health of the host”. These microorganisms have been used in clinical practice as tablets
or sachets, and also as food components, especially within risk groups and children (Chen
et al., 2012; Irvine et al., 2010). Some species of Lactobacillus and Bifidobacterium are
described as probiotics and are, in their majority, considered normal inhabitants of the
human intestine and modulators of the host’s immune system (Gareau et al., 2010;
Turroni et al., 2014; Walter, 2008).

As probiotics, microorganisms must (1) be able to survive the enzymatic process
of digestion, stomach acidity, and exposure to bile (2) colonize the intestine; (3) exhibit
antimicrobial activity against potential pathogenic microorganisms; (4) be genetically
stable; and (5) remain viable during the processing and storage of their carrier product
(Adams, 2010; Morelli and Capurso, 2012). Recent studies have focused on the isolation
and characterization of novel potential probiotic strains from different sources, including
human milk and stool of newborn babies (Baruzzi et al., 2011; Vitali et al., 2012; Zavala
et al., 2016). Clinical studies have demonstrated that probiotic bacteria, particularly
Lactobacillus casei, protect the host against intestinal infections (Salazar-Lindo et al.,
2004; Walter, 2008).

Diarrheal diseases continue to be one of the leading causes of child mortality in
the world, with more than 5000 deaths in 2013 (Liu et al., 2015). Diarrheagenic
Escherichia coli (DEC) are considered important etiologic agents of intestinal infection
worldwide, especially in children (Acosta et al. 2016, Al-Gallas et al. 2007, Bueris et al.

2007, Dias et al. 2016, Ifeanyi et al. 2015, [ijima et al. 2017). At least five main DEC
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pathotypes are identified: enteropathogenic E. coli (EPEC), enterotoxigenic E. coli
(ETEC), enteroinvasive E. coli (EIEC), enterohemorrhagic E. coli (EHEC), and
enteroaggregative E. coli (EAEC); they possess distinct pathogenic traits (Croxen and
Finlay, 2010; Dias et al., 2016). The initial stage of infection by all DEC strains comprises
their interaction with the host cells (Avelino et al., 2010; Dias et al., 2016; Monteiro-Neto
et al., 2003; Rendon et al., 2007; Xicohtencatl-Cortes et al., 2007), followed by the
expression of a variety of virulence factors that, in turn, trigger diarrhea (Croxen and
Finlay, 2010; Dias et al., 2016; Nataro and Kaper, 1998).

In the current study, we characterized novel L. casei strains with probiotic
potential, which were isolated from stools of healthy and exclusively breast-fed infants.
We also investigated the ability of these isolates to inhibit the adherence of DEC strains

to human colorectal adenocarcinoma HT-29 cells.

2. Materials and methods
2.1. Biological samples

Stool samples were collected from 15 healthy and exclusively breast-fed infants
under 1 month of age. The participants were recruited at the Maternity Hospital of the
Universidade Federal do Maranhdo (Federal University of Maranhao, Sao Luis, Brazil),
after obtaining a written informed consent from their parents. The study was reviewed
and approved by the Human Research Ethics Committee of the Universidade Ceuma
(Ceuma University, Sao Luis, Brazil) and was performed in compliance with the

Declaration of Helsinki.
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2.2. Bacterial isolation

Bacteria were isolated from stool samples, as previously described (Thompson-
Chagoyan et al., 2010). Briefly, the stools were diluted in phosphate-buffered saline
(PBS; pH 7.4) and streaked onto de Man-Rogosa-Sharpe agar plates (MRS agar, Oxoid).
The plates were incubated at 37 °C for 48—72 h under anaerobic conditions. Fifty colonies
were randomly selected from each plate, inoculated into MRS broth (Oxoid)
supplemented with 0.05% (w/v) cysteine (Sigma-Aldrich), and incubated anaerobically
at 37 °C for 24-48 h. The bacterial cells were stored in MRS broth supplemented with

20% (v/v) glycerol at -80 °C until further analysis.

2.3. Characterization of bacterial acid and bile resistance

The resistance to acidic pH and bile salts was evaluated as described previously
(Munoz-Quezada et al., 2013), with minor modifications. Briefly, 20 pL of bacterial
cultures grown overnight in MRS broth were inoculated into 180 uL of MRS broth
adjusted to acidic (2.0-3.0) or neutral pH (7.0; a control). To assess bacterial resistance
to bile salts, 20 uL of bacterial cultures were added to 180 uLL of MRS broth supplemented
with oxgall (0.3-1.0 g/dL, Difco). Both assays were performed in 96-well plates; the
plates were incubated at 37 °C for 3 h under anaerobic conditions. After the incubation,
the number of viable bacteria was determined and expressed as percentage relative to the
control.

The ability to adhere to mucin (section 2.5) and HT-29 cells (section 2.6) was only
evaluated in strains that were able to survive the acidic pH and bile acid insults.

Lactobacillus fermentum ATCC 23271 was obtained from National Institute of

Quality Control in Health (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde —
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FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil) and used as a reference strain (do Carmo et al., 2016),

to assess the activity of the isolates in the assays.

2.4. Molecular identification of the isolates

Gram-positive and catalase-negative bacillus isolates that tolerated low pH and
exhibited bile salt resistance were identified by sequencing of the V3—V4 hypervariable
region of the /65 rRNA gene; 1 ng of cDNA was used and the following primers: 341F
(5'-CCTACGGGRSGCAGCAG-3") (Hansen et al., 1998) and 806R (5'-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3") (Caporaso et al., 2012), 0.2 uM per reaction.
Sequencing was performed at Neoprospecta Microbiome Technologies (Santa Catarina,

Brazil), using the MiSeq platform (Illumina, Inc., San Diego, CA).

2.5. Mucin binding assay

The ability of bacterial isolates to adhere to mucin was evaluated as previously
described (do Carmo et al., 2016). Initially, porcine gastric mucin type III (Sigma, Saint
Quentin Fallavier, France) was suspended in PBS (pH 7.4; Sigma) at a final concentration
of 10 mg/mL; 500 puL of mucin solution were added to a 24-well plate. Overnight bacterial
cultures (Lactobacillus isolates and L. fermentum ATCC 23271, as a positive control), in
the early stationary phase of the growth, were added (ca. 10® colony-forming units
(CFU)/mL). After a 3-h incubation, 10-fold serial dilutions were prepared and spread onto
MRS agar plates to determine the number of bacterial cells that adhered to mucin. The
data are presented as CFU/mL. Mucin-containing wells without bacteria were used as

negative controls.
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2.6. Bacterial adhesion to HT-29 cells

HT-29 cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
containing glutamax (Gibco), and supplemented with 1x antibiotic-antimycotic solution
(Gibco) and 10% (v/v) fetal bovine serum (Gibco), at 37 °C under a 5% CO> atmosphere.
Lactobacillus strains were cultured in MRS broth under the conditions described in
section 2.1. After 24 h, the bacterial cultures were centrifuged at 9000 x g, washed three
times with PBS (pH 7.4, Sigma), and the pellets were resuspended in DMEM. The assay
was then performed as previously described (Walsham et al., 2016), with minor
modifications. Briefly, HT-29 cells (6 x 10%/well) were seeded into 24-well plates with
or without glass coverslips. Then, 50 pL of Lactobacillus suspensions (5 x 10’ CFU)
were added to each well, and the plates were incubated at 37 °C under 5% CO; for 3 h.
Following the incubation, each well was rinsed three times with PBS to remove non-
adherent bacteria. Immediately after this step, the cells were incubated with 0.1% (v/v)
Triton X-100 (Sigma) for 5 min, and 10-fold serial dilutions were spread onto agar plates
to determine the number of bacterial cells that adhered to the HT-29 cells. The data are
presented as CFU/mL. To visualize bacterial adherence to the HT-29 cells, each glass
coverslip was fixed in methanol (P.A., Amresco, Sydney,Australia) and stained with 0.2%
May-Grunwald and 0.6% Giemsa stains (Amresco). The coverslips were then mounted
onto glass slides and visualized by light microscopy under oil-immersion objective (100x,
Leica ICC50 HD microscope, Leica). Vehicle-treated HT-29 cells were used as negative

controls.

2.7. Inhibition of DEC adherence to HT-29 cells
The ability of lactobacilli to inhibit the adhesion of DEC strains (EPEC, EHEC,

ETEC, and EAEC) to HT-29 cells was assessed. Lactobacillus strains were washed three
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times with PBS (pH 7.4) and inoculated (ca. 4.5 x 10’ CFU/mL) into 24-well plates
containing confluent monolayers of HT-29 cells. After incubation at 37 °C under 5% CO»
for 1 h, the tested pathogens (ca. 1.5 x 10¥ CFU/mL) were added to the cultures (Tallon
et al., 2007). The plates were incubated at 37 °C under 5% COaz. After 1 h, the monolayers
were washed three times with PBS, and the cells were lysed using 0.1% (v/v) Triton X-
100 in water; 10-fold serial dilutions were spread onto MacConkey agar plates (Difco) to
determine the number of E. coli cells that adhered to the HT-29 cells (Walsham et al.,

2016). The data are presented as CFU/mL.

2.8. Antibiotic susceptibility testing

The antibiotic susceptibility profiles of Lactobacillus isolates were determined by
the disc diffusion method (CLSI, 2012). Commercial discs containing different
antibiotics [ampicillin (10 pg), vancomycin (30 pg), gentamicin (10 pg), kanamycin (30
ug), streptomycin (25 pug), erythromycin (15 pg), clindamycin (2 pg), tetracycline (30
ng), and chloramphenicol (30 pg)] were placed on MRS agar plates inoculated with
Lactobacillus (103 CFU/mL). The plates were incubated anaerobically at 37 °C for 24 h.
Lactobacilli antibiotic susceptibility was evaluated based on the diameter (in mm) of the

growth inhibition zone around the discs

2.9. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software (v. 6.0;
GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). All results are expressed as the mean + SD.
One-way analysis of variance (ANOVA), followed by the Dunnet’s test (when the
variances were assumed to be unequal) or Bonferroni test (when the variances were

assumed to be equal) were used for multiple comparisons of the means. Statistical
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significance was established at p < 0.05. All assays were performed in triplicate in three

independent experiments.

3. Results
3.1. Isolation and characterization of acid- and bile-resistant lactobacilli

In total, 750 colonies were isolated from 15 analyzed stool samples. Five isolates
(CLMO0109, LTM4001, LTB0308, FEB0308, and FEB0311) were able to grow at low pH
(pH below 3.0). CLM0109 was the most resistant isolate, with 64.6% and 90.2% survival
at pH 2.0 and 3.0, respectively (Table 1). These five strains were also tested for their
ability to withstand different concentrations of bile salts. The growth of FEB0O308 and
FEBO311 was completely inhibited upon incubation with 0.5 g/dL bile salts. On the other
hand, all isolates partially survived (27.7-37.3%) incubation with the lowest
concentration of bile salts (0.3 g/dL), None of the isolates survived incubation with 1.0

g/dL bile salts.

3.2. Molecular identification of isolates with probiotic properties
The five isolates that demonstrated tolerance to low pH and were resistant to bile
salts were identified as L. casei, sharing over 99% identity with the /6S rRNA sequences

deposited for this bacterium in the GenBank.

3.3. Isolate binding to mucin and adhesion to HT-29 cells

All lactobacilli exhibited a similar ability to bind mucin (Table 2). Adhesion
assays with HT-29 cells revealed that L. casei LTB0308 possessed the highest adhesive
capacity (Table 2). The adhesive capacity of L. casei LTB0308 to HT-29 cells was higher

than that that of the reference strain L. fermentum ATCC 23271 (Table 2).
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3.4. Inhibition of DEC adherence to HT-29 cells by L. casei strains

The abilities of isolated lactobacilli to inhibit the adhesion of different DEC strains
to HT-29 cells are depicted in Fig. 1A-D. Overall, all tested L. casei isolates significantly
reduced the adherence of pathogenic E. coli to HT-29 cells. All isolates showed a similar
ability to inhibit the adhesion of EAEC to HT-29 cells (ca. 97% reduction; Fig. 1A).
FEBO0308 and LTM4001 inhibited the adhesion of EHEC to HT-29 cells to the greatest
degree, with percentage inhibitions of 92.2% and 99.1%, respectively (Fig. 1B). A less
pronounced effect was observed with FEB0O311, CLMO0109, and LTB0308 (ca. 47.0%
inhibition; Fig. 1B). CLM0109, LTM4001, and FEB0308 had the greatest effect on the
adhesion of EPEC to HT-29 cells (ca. 96.6% inhibition), followed by FEBO311 and
LTBO0308 (62.6% and 29.1% inhibition, respectively) (Fig. 1C). LTM4001 inhibited the
ETEC adhesion to HT-29 cells to the greatest degree (92.8%; Fig. 1D). The reference
strain L. fermentum ATCC 23271 diminished the adhesion of all tested pathogens (Fig.

1A-D).

3.5. Antibiotic susceptibility of the stool isolates

The results of antibiotic susceptibility testing of Lactobacillus isolates are shown
in Table 3. Only three isolates were resistant to one or two out of the nine tested
antibiotics: LMT4001 was resistant to kanamycin; LTB0308 was resistant to

streptomycin; and FEB0308 was resistant to both kanamycin and streptomycin.
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4. Discussion

Increased human consumption of probiotic products, in conjunction with their
beneficial properties, has increased the prospecting of novel probiotic bacterial species.
In the current study, we investigated the probiotic potential of Lactobacillus strains
isolated from stools of breast-fed infants as well as their ability to inhibit the adherence
of DEC strains to HT-29 cells and mucin.

One of the main criteria before a strain is considered as a probiotic is its ability to
resist acidic pH (Corcoran et al., 2005). This property is critical for probiotic viability, as
the microorganism has to survive the acidic environment of the stomach in order to
colonize the intestine following ingestion. After a 4-h exposure to all stool isolates were
found to be resistant to low pH (2.0 and 3.0), and were classified as moderately tolerant
to acidic conditions. Bacteria with promising probiotic activity should withstand pH as
low as 3.0 (Ferndndez et al., 2003), similarly to the majority of strains isolated in the
present study. Indeed, a previous study demonstrated that different lactobacilli isolated
from breast milk are resistant to low pH; however, their tolerance varies among species
(Shokryazdan et al., 2014). Differences in pH resistance may be associated with multiple
factors related to the strain itself and/or the particular strain microenvironment (Seme et
al., 2015).

Bile salts produced during digestion, even at low concentrations, inhibit the
growth of many microorganisms (Reis et al., 2016). Their concentrations in the intestinal
lumen are variable as their mean estimated values correspond to their critical micelle
concentration, which ranges from 6 to 10 mmol/L (i.e., 0.23-0.39 g/dL) (Martinez-
Augustin and de Medina, 2008). In the current study, most of the analyzed stool isolates
were tolerant to the lowest tested concentration of bile salts (0.3 g/dL), consistent with

previous data (Gilliland et al., 1984). However, the strain survival rates were modest.
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Exposure to bile salts may promote disruption of cellular homeostasis, by dissociating the
lipid bilayer and integral cell membrane proteins, resulting in bacterial content leakage
and subsequent cell death. Tolerance to bile salts may be strain-dependent; existing
evidence suggests that, in general, Lactobacillus strains are able to progressively adapt to
the presence of bile salts, becoming resistant following exposure to increasing
concentrations of bile (Burns et al., 2010). Incorporation and coating of lactobacilli with
certain substances, such as alginate-starch beads with stearic acid, may be useful in
improving their resistance if the bacterial survival rates are reduced in the presence of
low pH, bile salts, and other adverse conditions, as recently demonstrated for L. casei
NCDC 298 (Mandal et al., 2014).

Binding to the gut mucosal layer and subsequent adhesion to the host intestinal
cells is one of the main bacterial properties required for gut colonization; thus, probiotics
need to be able to colonize the mucosal layer and the intestinal epithelium to modulate
and protect the gastrointestinal tract (Johansson et al., 2008). Our results indicate that the
five tested L. casei strains were able to adhere to the intestinal cells and also bind to
mucin, a major mucus protein of the gastrointestinal tract. Importantly, their binding
capacity to mucin was similar to that of the reference strain L. fermentum ATCC 23271.
Similar findings were previously reported for different Lactobacillus species, in which
several proteins have been linked with this property, including Mub, a cell surface protein
detected in L. reuteri 1063 and a variety of Mub homologues and other mucus binding
proteins (Roos and Jonsson, 2002; Van Tassell and Miller, 2011).

Binding to epithelial cells constitutes the first stage of a process whereby the
enteric pathogens colonize host tissue and establish intestinal infection. Therefore, the
ability of a probiotic to interrupt the adherence of an enteropathogen to the intestinal

epithelial cells may be of therapeutic benefit to the host (Krachler and Orth, 2013). We
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investigated whether the isolated lactobacilli are able to inhibit the adherence of various
enteropathogens usually associated with gastrointestinal infections to HT-29 cells. We
showed that all tested isolates were able to inhibit the adherence of DEC strains to HT-
29 cells; L. casei LTM4001 and CLMO0109 were most effective. Previous in vitro studies
have reported the capacity of Lactobacillus spp. to protect human cell lines against
infections caused by EPEC and EHEC strains (Sherman et al., 2005; Walsham et al.,
2016). Lactobacillus spp. are also able to prevent some intestinal pathogenic infections,
e.g., salmonellosis and shigellosis (Jandu et al., 2009; Moorthy et al., 2007; Zihler et al.,
2011). The existing evidence suggests that this effect may be associated with the ability
of Lactobacillus spp. to stimulate the secretion of mucin by epithelial cells, leading to a
diminished adhesion of enteropathogens to the gut mucosa (Cornick et al., 2015; Mack et
al., 2003). Additional mechanisms of action have been also demonstrated, including the
effect of lactobacilli on the production of organic acids, hydrogen peroxide, and
bacteriocins these may all contribute to protecting the gut against infectious insults
(Bermudez-Brito et al., 2012; Servin, 2004; Valerio et al., 2004).

Probiotics may act as carriers of genes of clinical importance and may transfer
acquired virulence and/or resistance genes to pathogenic bacteria (Devirgiliis et al.,
2013). Some of the isolates evaluated in the current study were only resistant to
kanamycin and/or streptomycin (LMT4001, LTB0308, and FEB0308). Many authors
have reported both intrinsic and acquired resistance in different Lactobacillus species to
some antibiotics (Danielsen and Wind 2003, Ouoba et al. 2008, Zhou et al. 2005).
Nevertheless, antibiotic resistance observed in our L. casei isolates may be intrinsic, since
uptake of aminoglycosides is a two-step process that involves an oxygen- or nitrogen-
dependent electron transport system, which are not present in anaerobic bacteria and

therefore do not import aminoglycosides (Rasmussen et al. 1997).
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5. Conclusions

Our study demonstrates for the first time the probiotic potential of five L. casei
isolates obtained from infant stools. These lactobacilli, especially LTM4001 and
CLMO109, were able resist exposure to low pH and were tolerant to bile salts. In addition,
they decreased DEC adherence to intestinal HT-29 cells, and they have the ability to bind
to mucin and to adhere to HT-29 cells. We suggest that these strains may represent an
alternative or complementary therapy for the treatment or prevention of infections caused

by DEC strains.
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Table 1

Resistance of the isolated Lactobacillus sp. strains to pH and bile salts

Survival (%)
pH Bile salts (g/dl)
Strain
2.0 3.0 0.3 0.5 1.0

L. casei CLM0109 64.6 90.2 37.3 11.2 0
L. casei FEB0308 56.5 70.4 27.7 0 0
L. casei FEBO311 344 68.6 32.2 0 0
L. casei LTB0308 30.8 60.0 31.5 17.5 0
L. casei LTM4001 9.4 30.2 35.1 7.9 0
L. fermentum ATCC 23271 10.2 88.8 53.8 76.1 0

The numbers indicate the percentage (%) survival under either different pH conditions

or in the presence of different bile salt concentrations.
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Table 2

The ability of L. casei isolates and reference strain L. fermentum ATCC 23271 to bind

to mucin and adhere to HT-29 cells

Strain

Binding to mucin

(CFU x 10%/mL)

Adhesion to HT-29

(CFU x 105/mL)

L. casei FEB0311
L. casei LTM4001
L. casei CLM0109
L. casei LTB0308
L. casei FEB0308

L. fermentum ATCC 23271

1.14 +0.29

1.41 £0.35

1.18 +£0.37

1.20 £ 0.30

1.27 £0.25

1.55+1.13

0.01 £0.01
0.94 £0.05
0.28 £0.05
3.46 £ 0,45
0.53+£0.11

1.67 £0.55
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Table 3

Susceptibility of Lactobacillus spp. to antibiotics

Antibiotic (ug/disc) Bacterial isolate

L. casei FEBO311 L. casei LTM4001 L. casei CLMO0109 L. casei LTB0308 L. casei FEB 0308

Ampicillin (10) 30£0.7 (S) 28 £1.3(S) 29+0.2(S) 26 £0.4 (S) 30£0.0(S)
Vancomycin (30) 30£0.0(S) 38 £0.1(S) 28£0.4 (S) 26 £ 1.4 (S) 25+0.0(S)
Gentamicin (10) 16 £ 0.9 (S) 15+£0.4(S) 20+ 1.5(S) 18 £ 0.0 (S) 15+£0.1(S)
Kanamycin (30) 22+0.7(S) 13+£0.1 (R) 20+£0.3(S) 15 +£0.7 (MS) 10+ 0.7 (R)
Streptomycin (25) 18 £0.3 (S) 12 £0.8 (MS) 19+1.0(S) 10+0.5 (R) 10£0.1 (R)
Erythromycin (15) 35+£0.0(S) 30£1.3(S) 30£0.2(S) 29+£1.2(S) 4004 (S)
Clindamycin (2) 20+ 0.0(S) 20 1.5(S) 20+£0.0(S) 14 £ 0.8 (S) 25+ 1.7(S)
Tetracycline (30) 40+ 0.2 (S) 37+0.6 (S) 33+0.1(S) 28 +1.9(S) 39+24(S)
Chloramphenicol (30) 33£0.7(S) 31+£4.0(S) 30£0.4(S) 29+0.5(S) 35£1.3(S)

The isolates were obtained from stool samples of breast-fed newborns. Growth inhibition zone diameters (mean + SD, mm) were registered for
all isolates in the presence of nine different antibiotics. The strains were classified as: (a) R, resistant; (b) MS, moderately susceptible; or (c) S,
susceptible.



Figure legend

Fig. 1. The effect of different L. casei isolates on DEC adherence to HT-29 cells. Cell
adherence was quantified based on the CFU numbers per well, following the incubation
of HT-29 cells with different lactobacillus isolates and DEC strains. The results are
expressed as percentage (%) of adhesion relative to control (bacteria incubated with
vehicle only). Data are shown as the mean + SEM, from three independent experiments
performed in duplicate; *p < 0.05 in comparison with control samples.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A diarreia infecciosa representa um grave problema de saidde publica. Varios
microrganismos estdo associados com esta doenca, dentre estes linhagens de E. coli
diarreiogénicas. No entanto, a pressao seletiva propiciada pelo uso de antimicrobianos
preocupam autoridades sanitdrias, pois pode conduzir a selecdo de cepas bacterianas
resistentes, além de implicagdes negativas relacionadas com a saide humana e o meio
ambiente. Desta forma, a descoberta e uso de métodos teraputicos que nio atuem
induzindo resisténcia, como uso de probidticos, representam uma boa solucao para esta

problematica. Diante do exposto, nosso trabalho conclui que:

e O leite materno, assim como material fecal de lactentes alimentados exclusivamente
com leite materno, podem funcionar como fonte de novas estirpes com potencial
probidtico;

e Com base nos critérios estabelecidos de caracterizagc@o probidtica apenas cinco cepas
foram selecionadas como possiveis probidticos (LTM4001, CLM0109, FEB0308,
LTBO0308 e FEB0O311)

e A andlise taxonOmica e genética determinou que as cinco cepas selecionada
pertencem a espécie Lactobacillus casei;

e Os resultados obtidos a partir da capacidade de adesdo a mucina e células HT-29 em
conjunto com avaliacdo da capacidade inibitéria das cepas frente a E. coli
diarreiogé€nicas in vitro, permite considera-las alternativa no tratamento de infeccoes
causada por estes microrganismos;

e Dentre os isolados analisados, as estirpes LTM4001 e CLMO0109 apresentaram os
melhores resultados apds testes de caracterizacdo probidtica;

e As cepas selecionadas podem ser consideradas seguras pois cumprem oS pré-
requisitos baseados nas Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food quanto a

resisténcia a antibidticos.

Por outro lado, perspectivas futuras associadas a avaliagdo do potencial probidtico e

seguranca para utiliza¢do em humanos sao necessarias.
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ANEXO 1

(MODELO DE TERMO CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO)

UNIVERSIDADE CEUMA
Pré-Reitoria de P6s-Graduacao, Pesquisa e Extensao

Comité de Etica em Pesquisa
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da Pesquisa: “Identificacdo de Novos Microrganismos com Potencial Probidtico

contra Enteropatdgenos Bacterianos”
Nome do Pesquisador: Valério Monteiro Neto

1. Natureza da pesquisa: A Sra. estd sendo convidada a participar desta pesquisa que
tem como finalidade analisar bactérias presentes em leite materno e em fezes de
criangas, em condi¢cdes normais e com isso verificar os seus beneficios para a saiide
humana e propor medidas alternativas de controle e prevencdo de determinadas
doengas, como a diarreia infantil.

2. Participantes da pesquisa: Serdo incluidos mdes e criancas em amamentacdo.

3. Envolvimento na pesquisa: a sua participagdo no referido estudo serd no sentido de
fornecer uma pequena quantidade de leite (até 10 ml) e também de fezes do seus
filho(a), bem como informagdes socio-demogrdficos

4. A Sra tem liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a continuar
participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo para a Sra. ou seu
filho. Sempre que quiser poderd pedir mais informacoes sobre a pesquisa através do
telefone do pesquisador do projeto e, se necessdrio, através do telefone do Comité de
Etica em Pesquisa.

5. Sobre as entrevistas: As entrevistas serdo realizadas nas residéncias ou no banco de
leite do Hospital Universitdrio Materno-Infantil.

6. Riscos e desconforto: A participacdo nesta pesquisa ndo traz complicacoes legais.
Somente haverd um pequeno desconforto quanto a retirada de uma amostra leite, mas
tudo na maior seguranca e com profissionais qualificados. A coleta das fezes
ocorrerd diretamente nas fraldas e ndo oferece riscos e nem desconforto. Os

procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa
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com Seres Humanos conforme Resolucdo no. 466/12 do Conselho Nacional de Saiide.
Nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade.

7. Confidencialidade: Todas as informacédes coletadas neste estudo sdo estritamente
confidenciais. Somente os pesquisadores terdo conhecimento dos dados.

8. Beneficios: Ao participar desta pesquisa a Sra. ndo terd nenhum beneficio direto.
Entretanto, esperamos que este estudo traga informagées importantes sobre os
beneficios dessas bactérias para a nossa saide, principalmente de criangas.

9. Pagamento: A Sra ndo terd nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa,

bem como nada serd pago por sua participagdo.

Ap0s estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para

participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:

Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida,
manifesto meu consentimento em participar da pesquisa.

Nome do Participante da Pesquisa Assinatura do participante
da pesquisa

Assinatura do Pesquisador

TELEFONES
Pesquisador: Prof. Dr. Valério Monteiro Neto (98) 9972-2651 e 3214 4252

Comité de Etica em Pesquisa do Uniceuma:
Endereco: Rua Josué Montello, n°1, Renascenca II, Sao Luis-MA, CEP 65.075-120.
Telefone: (98) 3214-4189. E-mail: cep@ceuma.br.
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ANEXO III

(PARECER CONSUBSTANCIADO -CEP)

@ CENTRO UNIVERSITARIO DO Plataforma
MARANHAO - UNICEUMA %ro:l

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IDENTIFICACAO DE NOVOS MICRORGANISMOS COM POTENCIAL PROBIOTICO
CONTRA ENTEROPATOGENOS BACTERIANOS

Pesquisador: VALERIO MONTEIRO NETO

Area Temitica:

Versdo: 1

CAAE: 35354614.5.0000.5084

Instituigdo Proponente: Centro Universitario do Maranhao - UniCEUMA

Patrocinador Principal: FUND DE AMPARO A PESQUISA AO DESEN CIENTIFICC E TECNOLOGICO
DO MARANHAQ - FAPEMA

DADOS DO PARECER

Ndamero do Parecer: 791.457
Data da Relatoria: 30/09/2014

Apresentacio do Projeto:

O desenho do estudo visara obter novas espécies do género Lactobacillus e Bifidobacterium com potencial
probiodtico, oriundas de amostras de leite humano e fezes de lactentes e com atividade contra
enteropatégenos bacterianos e/ou imunomoduladora. Mo estudo o delineamento experimento obedecera o
seguinte 0s seguintes passos: Isolar e identificar bactérias do género Lactobacillus e de Bifidobacterium de
amostras de fezes de lactentes e de leite humano em diferentes estagios da lactagdo (colostro, leite de
transicdo e leite maduro) de mées que tiveram parto prematuro e a termo; Selecionar as espécies com
propriedades probiodticas in vitro, incluindo: toleré@ncia ao suco gastrico artificial e aos sais biliares;
capacidade antagonista contra patégenos intestinais, capacidade de producgéo de peréxido de hidrogénio;
capacidade de adesdo em células eucaridticas intestinais in vitro e & mucina, Investigar a capacidade
inibitéria sobre a adesdo de enteropatégenos bacterianos em células eucaridticas in vitro; Verificar a
capacidade de inducgdo de citocinas prd e anti-inflamatérias em células de cultura de tecidos; Avaliar a
capacidade de produgéo de peroxido de hidrogénio e nitritos por células apresentadoras de antigenos;
Investigar o espraiamento de células apresentadoras de antigenos; Estudar a induc@o de marcadores de
ativagéio e estado funcional de células dendriticas, macréfagos e linfocitos in vitro e ex vivo; Analisar a
expressao de receptores TLR em leucdcitos de camundongos

Enderego: DOS CASTANHEIROS

Bairro: JARDIM RENASCENCA CEP: 65.075-120
UF: MA Municipio: SA0 LUIS
Telefone: (98)3214-4265 Fax: (38)3214-4212 E-mall: cep@ceuma.br
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Continuagdo do Parecer. 701.457

eslimulados com Probidticos. As amostras de leite serdo coletas de lactentes que apresentarem as
caracteristicas necesséarias definidas no escopo do trabalho. Serdo realizadas coletas em cada estagio de
lactagdo (colostro, leite de transicdo e leite maduro) de maes que tiveram parto a termo (37 e < 42 semanas)
e prematuro com idade gestacional { 34 e < 37 semanas), cadastradas no Banco de Leite do Hospital
Materno Infantil do Hospital Universitario da UFMA. As amosiras de fezes serdo obtidas de criancas sem
distirbios gastrointestinais e que ndo estejam sob uso de antibidticos, cujos pais ou responsaveis aceitarem

participar do estudo.

Objetivo da Pesquisa:

Identificar novas espécies do género Lactobacillus e Bifidobacterium com potencial probidtico, oriundas de
amostras de leite humano e fezes de lactentes e com atividade contra enteropatdégenos bacterianos efou
imunomoduladora.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A participagdo nesta pesquisa ndo traz complicagdes legais. Somente havera um pequeno desconforto
quanto a retirada de uma amostra leite, mas tudo na maior seguranga e com profissionais qualificados. A
coleta das fezes ocorrera diretamente nas fraldas e ndo oferece riscos e nem desconforto. Os
procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres
Humanos conforme Resolugéo

no. 466/12 do Conselho Nacional de Saude. Nenhum dos procedimentos usados oferece riscos & sua
dignidade.

Beneficios:

Espera-se que este estudo traga informagdes importantes sobre os beneficios dessas bactérias para a
nossa salde, principalmente de criangas.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa apresenta relevancia cientifica e certamente contribuira para esclarecer aspectos importantes a
respeito do tema. A equipe executora apresenta a capacitacio necessaria para realizar a pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Todos os documentos obngatorios foram apresentados e encontram-se cometamente preenchidos.

Enderego: DOS CASTANHEIRCS

Bairro: JARDIM RENASCENCA CEP: 65.075-120
UF: MA Municiplo: SAQ LUIS
Telefone: (98)3214-4265 Fax: (98)3214-4212 E-mall: cep@ceuma.br

Pagira 02 de 03

87




@ " CENTRO UNIVERSITARIO DO
MARANHAO - UNICEUMA

Ee-nasiGand

Continuaglo do Parecer: 791.457

Recomendacdes:
Nenhuma

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto aprovado

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Mao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

SAQ LUIS, 15 de Setembro de 2014

gwnp

Assinado por:
Eduardo Durans Figuerédo

(Coordenador)
Endereco: DOS CASTANHEIROS
Bairro: JARDIM RENASCENCA CEP: 65.075-120
UF: MA Municipio: SAO LUIS
Telefone: (9B)3214-4265 Fax: (988)3214-4212 E-mail: cep@ceuma.br
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