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RESUMO

CASCAES, Janaina Gongalves. EFEITO DA ASSOCIACAO ENTRE OS
PROBIOTICOS Saccharomyces boulardii e Bacillus cereus var. Toyoi SOBRE A
PROTECAO CONTRA DESAFIO COM Salmonella Typhimurium EM
CAMUNDONGOS. 2013.55p. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduagéo
em Nutrigdo e Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da associacdo entre os probidticos
Saccharomyces boulardii e Bacillus cereus var. Toyoi sobre a protecdo e a
sobrevivéncia de camundongos contra a colonizacao intestinal, translocacdo e lesdes
intestinais ap6s desafio com S. Typhimurium. Os animais foram alimentados 20 dias
com racdes contendo S. boulardii e B. Toyoi, administrados individualmente ou em
associagdo, nas concentracdes de 8 e 7 log UFC. g™ de racéo, respectivamente. Animais
do grupo controle receberam racdo comercial sem probioticos. No 10° dia ap6s o inicio
da administracdo dos probioticos, os animais foram desafiados por gavagem com 5,17
log UFC de S. Typhimurium (DL50). Protecdo contra colonizacdo de S. Typhimurium
foi avaliada ap6s eutanasia dos camundongos que sobreviverem apés 10 dias, através de
contagens de células viaveis do patdgeno presentes nas fezes e intestino delgado. Para a
avaliacdo da ocorréncia de translocacdo, 2/3 dos 6rgdos (figado e bago) foram
macerados, ressuspensos em 1 mL de solucdo salina a 0,9% estéril e contagens de
células viaveis do patégeno, em UFC.ml™, foram realizadas em placas de XLD. Para a
avaliacdo da ocorréncia de lesdo, 1/3 do intestino delgado foi avaliado através de
histopatologia. O experimento foi repetido duas vezes. S. boulardii ndo protegeu os
camundongos da morte induzida por S. Typhimurium e da ocorréncia de lesdes
intestinais. N&o houve sinergismo entre os dois micro-organismos avaliados. Entretanto,
S. boulardii, assim como B. Toyoi reduziram a eliminacdo de S. Typhimurium pelas
fezes e preveniram a translocacdo do patégeno para o figado dos camundongos que
sobreviveram ao desafio. B. Toyoi protegeu os animais da morte induzida pela infecgédo
com S. Typhimurium e da ocorréncia de lesdes e o efeito obtido pela associagéo,
ocorreu, provavelmente, devido somente ao efeito de B. Toyoi. Assim, novos estudos
serdo realizados para avaliar os efeitos da associacdo destes probioticos frente ao
desafio com S. Typhimurium e para avaliar as causas do efeito antagénico apresentado
entre eles sobre a persisténcia deste patdgeno nas fezes dos animais e sobre a
translocacéo para o figado.

Palavras Chave: Sinergismo. Translocacao. Colonizacéo intestinal. Lesdo de 6rgaos.
Histopatologia. DL50.



ABSTRACT

CASCAES, Janaina Gongalves. EFEITO DA ASSOCIACAO ENTRE OS
PROBIOTICOS Saccharomyces boulardii e Bacillus cereus var. Toyoi SOBRE A
PROTECAO CONTRA DESAFIO COM Salmonella Typhimurium EM
CAMUNDONGOS. 2013.55p. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de P6s-Graduagdo
em Nutricdo e Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

This study aimed to evaluate the effect of the association between the Saccharomyces
boulardii and Bacillus cereus var. Toyoi probiotics on the survival and protection of
mice against the occurrence of intestinal colonization, translocation and intestinal
lesions after the challenge with S. Typhimurium. The animals were fed for 20 days with
diet containing S. boulardii and B. Toyoi, administered individually or in association, in
the food concentrations of 8 and7 log CFU. g™, respectively. The control group animals
were fed with commercial food without probiotics. On the 10th day after the start of
administration of probiotics, the animals were challenged by the gavages with 5.17 log
CFU of S. Typhimurium (LD50). Protection against colonization of S. Typhimurium
was evaluated after euthanasia of the mice, which survived after 10 days, through the
viable cell counts of the pathogen presented in the small intestine and stool. To evaluate
the incidence of translocation, 2/3 of the organs (liver and spleen) were macerated, and
resuspended in 1 ml of saline solution in 0.9% sterile, and viable cell counts of the
pathogen were performed. To evaluate the occurrence of injury, 1/3 of the small
intestine was evaluated through histopathology. The experiment was repeated twice. S.
boulardii did not protect the mice from induced death by S. Typhimurium and the
occurrence of intestinal lesions. For this reason, it was not possible to assess the
occurrence of synergism between the two micro-organisms evaluated. However, S.
boulardii as well as B. Toyoi reduced the elimination of S. Typhimurium through the
stool and prevented the translocation of the pathogen to the liver of mice that survived
the challenge. B. Toyoi protected animals from induced death through the infection with
S. Typhimurium and through the occurrence of injuries, and the effect obtained by the
association was, probably, due only by the effect of B. Toyoi. Thus, further studies will
be conducted to evaluate the effects of the combination of these probiotics facing the
challenge with S. Typhimurium and to assess the causes of the antagonistic effect
presented among them on the persistence of this pathogen in the stool of animals and on
the translocation to the liver.

Keywords: Synergism. Translocation. Intestinal colonization. Organ lesion.
Histopathology. LD50.
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1.  INTRODUCAO

Probidticos podem ser definidos como micro-organismos vivos que ao serem
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro
(FAO-WHO, 2001). Para ser utilizado como probiotico, 0 micro-organismo deve ser
indcuo; tolerar o baixo pH do suco géstrico; resistir a acdo da bile e das secre¢Bes
pancredticas e intestinais; resistir ao processamento de alimentos e ragdes, mantendo-se
viavel por longo periodo durante a estocagem e transporte sem perder a funcionalidade;
manter-se metabolicamente ativo no intestino e ndo transportar genes transmissores de
resisténcia a antibidticos (SAAD, 2006).

As doengas transmitidas por alimentos (DTA), as quais atingem milhdes de
pessoas no mundo inteiro, sdo causadas por micro-organismos ou toxinas, apds a
ingestdo de agua ou alimentos contaminados (NYACHUBA, 2010; WELKER et al.,
2010). No Brasil, entre os anos de 1999 e 2009, foram notificados 6.349 surtos de
DTA, sendo o Rio Grande do Sul responsavel por 30% destas notificacbes. Dentre 0s
agentes etioldgicos mais frequentes, bactérias do género Samonella foram responsaveis
por 42,5% dos casos notificados (BRASIL, 2009).

O efeito protetor direto ou indireto contra enteropatdgenos € um dos efeitos
benéficos que 0s micro-organismos probioéticos podem apresentar. Mecanismos de a¢do
direta incluem a producdo de substancias antimicrobianas, que apresentam efeito
inibitdrio ou letal para o patégeno (VANDENBERGH, 1993); inibicdo da adesdo dos
patdégenos a mucosa intestinal, devido a co-agregagdo entre probidtico e patdgeno ou
por competicdo pelos sitios de adesdo (BERNET et al., 1994, CZERUCKA &
RAMPAL, 2002); competicdo por nutrientes e inibicdo da producéo ou acdo de toxinas
microbianas (CZERUCKA et al., 1994; BRANDAO et al., 1998). Mecanismos de ac&o
indireta incluem a modulacdo da microbiota intestinal ou do sistema imune do
hospedeiro (KAILA et al., 1992).

Leveduras e bactérias sd0 0s micro-organismos mais comumente utilizados
como probiodticos. Entretanto, eles apresentam diferentes mecanismos de acéo,
metabolismo e resisténcia a antibioticos. Uma caracteristica importante das leveduras,
em geral, é a alta produtividade a partir de substratos de baixo custo. Dentre as espécies
de leveduras do género Saccharomyces, Unico género de leveduras utilizado atualmente

como probidtico, a de maior destaque é Saccharomyces boulardii, a qual mantém suas
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propriedades mesmo quando associada a antimicrobianos. Estudos tém demonstrado
que S. boulardii é capaz de melhorar a digestdo e absor¢do de nutrientes (BUTS &
KEYSER, 2006), de prevenir ou tratar desordens intestinais (MCFARLAND et al.,
1995; BLEICHNER et al., 1997; MARCHAND & VANDENPLAS, 2000; GUSLANDI
et al., 2000; ELMER & MCFARLAND, 2001; GUSLANDI et al., 2003), tais como a
causada por Salmonella Typhimurium (RODRIGUES et al., 1996; ZBINDEN et al.,
1999; MARTINS et al., 2010), aumentar significativamente as concentracfes de IgA
especificas (QAMAR et al.,, 2001) e estimular a resposta imune humoral de
camundongos a antigenos especificos (COPPOLA et al., 2004).

Os géneros de bactérias mais utilizados como probidticos sdo Lactobacillus,
Enterococcus e Bifidobacterium. Entretanto, bactérias de outros géneros, como Bacillus
cereus var. Toyoi, uma estirpe isolada do solo que ndo produz enterotoxinas diarréicas
ou eméticas (WILLIAMS et al., 2009), podem ser utilizados. A principal vantagem de
B. Toyoi sobre as bactérias &cido lacticas na elaboracdo de probidticos reside em sua
capacidade de esporular, o que lIhe confere maior sobrevivéncia durante o transito
estomacal e durante a elaboracao, transporte e armazenamento das racées (COPPOLA
& GIL-TURNES, 2004). Estudos tém demonstrado que esse probiodtico é capaz de
promover ganho de peso e controle de diarréias em animais (COPPOLA & TURNES,
2004), melhorar a conversdo alimentar (WILLIMS et al., 2009) e reduzir a prevaléncia
de salmonelas em aves (VILA et al., 2009).

A associacgdo entre probioticos com efeitos benéficos conhecidos, a qual pode
gerar uma resposta superior ou similar a soma da resposta obtida individualmente por
cada um deles (proporcionar um efeito sinérgico) vem sendo estudada e tem
apresentado resultados positivos (TANASIEKO et al., 2005; MOORTHY et al., 2009).
Os probioticos S. boulardii e B. Toyoi agiram em sinergismo, potencializando a
resposta imune humoral especifica contra o antigeno recombinante internalina A (rinlA)
de Listeria monocytogenes (dados ndo publicados). No entanto, o efeito da associagdo
entre S. boulardii e B. Toyoi sobre a protecdo contra a colonizacéo e translocagéo de S.

Typhimurium ainda n&o foi avaliado.



2. REVISAO DE LITERATURA

Os relatos dos efeitos benéficos de bactérias probidticas na alimentacdo datam
desde a versdo persa do Antigo Testamento (Génesis 18:8), que relata que “Abrado
atribuiu sua longevidade ao consumo de leite azedo”. Ja em 76 a.C, Plinio um
historiador romano, recomendou o uso de leite fermentado para o tratamento de
gastroenterites (TEITELBAUM; WALKER, 2002). Durante as ultimas décadas,
microbiologistas, imunologistas e gastroenterologistas vem estudando ativamente o
mecanismo pelo qual alguns micro-organismos melhoram a defesa da mucosa do trato
gastrointestinal e/ou exercem efeitos benéficos com o proposito de beneficiar a saude do
hospedeiro, prevenindo e tratando doengas. Estes micro-organismos receberam o nome
genérico de probidticos, que deriva do grego e significa “a favor da vida”, e vém sendo
propostos como bioterapéuticos para prevencdo e tratamento de um grande nimero de
desordens gastrointestinais (SONG et al., 2011). Fuller, em 1989, definiu probiotico
como “um suplemento microbiano vivo que afeta beneficamente o animal hospedeiro
gragas a melhoria no balango microbiano intestinal”. Entretanto, probidticos apresentam
aplicacdes conhecidas em outros ecossistemas (BENGMARK, 1998; REID, 2000). Por
isso, em 2001, a Food and Agriculture Organization of the United Nations, World
Health Organization (FAO-WHO) definiu probiéticos como sendo “micro-organismos
vivos que ao serem administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a
saude do hospedeiro”.

Na Franca, em meados de 1920, o microbiologista Henri Boulard descobriu,
durante uma epidemia de célera, que as frutas utilizadas em infusdo no tratamento dessa
doenca estavam cobertas de leveduras as quais eram responsaveis pela eficacia do
tratamento. Apds a descoberta, a levedura passou a ser chamada de Saccharomyces
boulardii. A levedura S. boulardii é uma micro-organismo ndo patogénico,
termotolerante e de uso muito difundido na medicina humana (MCFARLAND;
BERNASCONI, 1993). Em 1960, iniciou-se a comercializa¢cdo desta levedura
liofilizada pelo Laboratério Biocodex” (Paris, Franga). Assim, seu uso como
medicamento para combate as diarréias foi difundido em toda a Europa. Atualmente a
levedura é amplamente comercializada em quase todos os paises (MCFARLAND;
BERNASCONI, 1993).
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Diversos estudos vém demonstrando os efeitos da utilizagéo de S. boulardii em
diferentes patologias. Um estudo realizado por Thomas et al. (2011) forneceu
evidencias de que a utilizacdo de S. boulardii em pacientes com doenca de Crohn e
colite ulcerativa é capaz de controlar a inflamacdo e promover a restituicdo celular
epitelial de forma relevante. Riaz et al. (2011) avaliaram a administracdo de 250 mg da
levedura durante episddios de diarréia aguda em criangas com idade entre 3 e 9 meses e
evidenciaram que S. boulardii pode ter um papel terapéutico na gestdo da diarréia aguda
na infancia, em virtude da reducédo do tempo da doenca.

Com relacéo a utilizacdo de leveduras como probidticos em animais, Rodrigues
et al. (1996) constataram que camundongos gnotobidticos suplementados com S.
boulardii apresentaram diminuicdo da quantidade de E. coli no trato gastrintestinal e
modulacdo da resposta imune, com aumento significativo da expressdo de IgA e do
namero de células de Kipffer. Martins et al. (2010), observaram que essa levedura
desencadeia efeitos moduladores sobre a inflamagéo e via de transdugédo de sinal em
células T84 de ratos infectados com S. Typhimurium. Canonici et al. (2011)
observaram que a levedura tem a capacidade de melhorar a atividade dos enterdcitos,
secretando fatores que contribuem para a restituicdo celular, enquanto que Mehmet et al.
(2006) observaram que S. boulardii é eficaz no controle da translocacdo e melhora na
funcdo da barreira intestinal.

Martins et al. (2009) compararam o efeito de cinco formulacdes de leveduras
probidticas (quatro de S. boulardii liofilizadas e uma de S. cerevisiae em suspensdo
aquosa) em relacdo a protecdo contra infecgdo experimental de camundongos com S.
Typhimurium e concluiram que a forma em que o probidtico é conservado (liofilizado
ou em suspensdo), além de influenciar a sua recuperacdo e sobrevivéncia in vivo,
influencia sua propriedade protetora em desafios contra patdégenos.

B. Toyoi, uma variedade de Bacillus cereus isolada do solo (WILLIAMS et al.,
2009), ndo patogénica, ndo toxigénica e nao resistente a antimicrobianos, véem sendo
utilizada com fins probioticos. Esporos viaveis deste Bacillus, sob a forma comercial
Toyocerin®, sdo utilizados em animais como suinos, aves, bovinos e coelhos. Tém-se
demonstrado seguros e acarretado melhorias na fungdo de estabilizar a microbiota
intestinal, melhorar o desempenho e permitir uma melhor digestdo dos nutrientes
(RUBINUM ANIMAL HEALTH, 2010). O uso de Toyocerin® foi associado a redugao
significativa da mortalidade e do indice de risco sanitario em coelhos durante o periodo

de engorda (PASCUAL et al., 2008). Para avaliar a seguranca da administracdo da
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forma comercial Toyocerin® em humanos, foi realizado um ensaio clinico onde, durante
oito dias, o produto foi administrando em uma concentragdo de 6 x 10'° esporos viaveis
da bactéria ao dia, e ndo foram observados efeitos adversos em adultos saudaveis do
sexo masculino (ISHIOKA, 1979).

Diversos outros estudos tém avaliado os efeitos benéficos de B. Toyoi. Este
micro-organismo auxiliou na reducéo da prevaléncia de salmonelas em aves e melhorou
as variaveis de desempenho na idade de abate em frangos (VILA et al., 2009),
promoveu o ganho de peso, o controle de diarréias e uma reducdo da mortalidade
perinatal em suinos (ZANI et al., 1998). Outros estudos também verificaram que a
ingestdo de B. Toyoi melhora 0 ganho de peso e a conversdo alimentar e reduz a
incidéncia de fezes liquidas e diarréia pos-desmame em suinos (KYRIAKIS et al, 1999;
ALEXOPOULOS et al, 2000; BAUM et al, 2002; GEORGOULAKIS et al, 2004;
STAMATI et al, 2006; REITER et al, 2006; SCHIERACK et al, 2007; PINHEIRO et al,
2007; LODEMANN et al, 2008).

Com o aumento dos estudos em relacdo aos diferentes tipos e mecanismos de
acao dos probidticos, surgiu o interesse de avaliar o efeito sinérgico de diferentes cepas
com potencial probiotico. Alguns estudos que avaliaram a associacdo entre micro-
organismos probidticos mostraram beneficios para o hospedeiro, como é o caso do
estudo realizado por Moorthy et al. (2009), onde estudaram o sinergismo entre
Lactobacillus rhamnosus e L. acidophilus. Eles verificaram que o tratamento ofereceu
melhor protecdo a membrana intestinal contra a infeccdo por cepas de Shigella
dysenteriae, quando comparado aos tratamentos individuais. Em outro estudo,
Tanasieko et al. (2005) avaliaram o sinergismo entre Enterococcus faecium e
Saccharomyces cerevisiae e verificaram que ele elevou significativamente a eficacia de
uma vacina anti-tumoral in vivo. O sinergismo entre Bifidobacterium bifidum e
Streptococcus thermophilus aumentou o numero de linfécitos CD4 em criancas
infectadas com o virus HIV (TROIS et al., 2007). Myllyluoma et al. (2008) observaram,
em células Caco-2, que a combinagdo de L. rhamnosus GG, L. rhamnosus Lc705 e
Propionibacteriun freudenreichii subsp. Shermanii Js inibiu a adesédo de H. pylori a
membrana da celula e melhorou a fungéo da barreira epitelial. Daudelin et al. (2011)
observaram que a suplementacdo de suinos com a combinacdo dos probidticos
Pediococcus acidilactici e S. boulardii reduziu significativamente a adesdo de

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) a mucosa intestinal.
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Salmonella é um agente infeccioso intracelular facultativo, na forma de bacilo,
anaerobio facultativo e Gram-negativo. Esta bactéria, agente etiolégico de doencas
coletivamente chamadas de salmoneloses, pertence a familia Enterobacteriaceae e
fermenta a glicose, reduz nitrato a nitrito e possui flagelos peritriquios (excegdo S.
Pullorum e Gallinarum). Salmonella foi isolada em 1885 por Daniel Salmon, um
veterinario americano, e desde entdo, dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
de 2004, listam 2501 diferentes sorotipos (WHO, 2011).

Os mecanismos de enteropatogenicidade das salmoneloses sdo bastante
complexos. Sabe-se que a bactéria possui diversos fatores de viruléncia, como adesinas,
exoenzimas, enterotoxinas e endototoxinas, além da capacidade de invadir a mucosa
gastrointestinal, multiplicar-se, disseminar-se e sobreviver nas células do sistema
reticulo-endotelial (CARTER; COLLINS, 1974).

Diversos estudos tém demonstrado que probidticos como S. boulardii, S.
cerevisiae, E. coli EMO, B. longum, B. bifidum, E. faecium e L. acidophilus
(RODRIGUES et al., 1996; SILVA et al., 1999; LIMA FILHO et al., 2000; MAIA et
al., 2001; MOURA et al., 2001; SILVA et al., 2002; MARTINS et al., 2005) conferem
um efeito protetor aos animais desafiados com S. Typhimurium e que, na maioria desses
casos, o efeito benéfico é devido, pelo menos em parte, a um aumento da resposta
imune do hospedeiro (NEUMANN et al., 1998; RODRIGUES, 2000; GILL et al., 2001,
LIMA FILHO et al., 2004; SILVA et al., 2004; MARTINS, 2010).



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Investigar o efeito da associacdo entre os probidticos S. boulardii e B. Toyoi
sobre a protecédo contra desafio com S. Typhimurium, utilizando como modelo animal

camundongos.

3.2. Objetivos especificos
Avaliar o efeito da associacdo entre os probioticos S. boulardii e B. Toyoi sobre
a
- Sobrevivéncia de camundongos apés desafio com S. Typhimurium;
- Inibicdo ou reducéo da colonizacéo intestinal por S. Typhimurium;
- Inibicdo ou reducédo da translocacdo de S. Typhimurium do intestino para outros
orgdos e tecidos de camundongos infectados;
- Inibicdo ou reducdo da ocorréncia de lesbes intestinais apds desafio com S.

Typhimurium.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Micro-organismos e condicdes de cultivo

Foram utilizados micro-organismos provenientes do banco do Nucleo de
Biotecnologia, CDTec-UFPel. Para utilizacdo nos experimentos, 0s probidticos foram
cultivados em fermentador de bancada de acordo com as recomendagdes de Roo0s
(2009).

4.1.1 B. Toyoi

Esporos da bactéria foram ressuspensos em solucéo salina estéril, repicados em
placas contendo agar base suplementado com 8% de sangue ovino e as placas incubadas
por 24 h a 37 °C. Tubos contendo 150 mL de caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI,
Acumedia) foram inoculados com duas a trés colonias de B. Toyoi e incubados sob
agitacdo (200 rotagOes por min - rpm) a 37 °C por 16 -18 h. Cinquenta mililitros desse
indculo foram adicionados a 1 L de meio NYSM (caldo nutriente, extrato de levedura,
MnCl,, MgCl,, CaCl,) (YOUSTEN, 1984), e o cultivo foi mantido sob agitacdo de 200
rpm a 37 °C durante 48 h, centrifugado a 5000 x g por 20 min a 4 °C e ressuspenso em
solugdo salina 0,9% estéril em um volume de 30 mL. Por fim, a suspensdo final foi
aquecida em banho-maria a 80 °C durante 15 min para eliminar formas vegetativas do
bacilo e armazenadas a 4° C.

A concentragdo de B. Toyoi, em UFC.mL™, foi determinada através de diluic&o
decimal do cultivo em solucdo salina (NaCl 0,9%) estéril e contagem em placas
contendo agar base suplementado com 8% de sangue ovino, sendo as mesmas incubadas
por 24 h a 37°C.,

4.1.2 S. boulardii

A levedura liofilizada foi ressuspensa em solugdo salina estéril, repicada em
placas contendo Agar YPD (0,5% extracto de levedura, 1% peptona, 2% de dextrose e
2% agar) e as placas incubadas por 42 h a 28 °C. Tubos contendo 150 mL de caldo YPD
foram inoculados com duas a trés colonias de S. boulardii e incubados sob agitacéo
(200 rpm) a 28 °C por 24 h. Cinquenta mililitros desse indculo foram adicionados a 1 L

de caldo YPD, o cultivo foi mantido sob agitacdo de 200 rpm a 28 °C durante 48 h,
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centrifugado a 4000 x g por 20 min a 4 °C e ressuspenso em solucdo salina 0,9% estéril
em um volume de 30 mL e armazenado a 4° C.

A concentragdo de S. boulardii, em UFC.mL™, foi determinada através de
diluicdo decimal do cultivo em solucdo salina (NaCl 0,9%) estéril e contagem em placas

contendo Agar YPD ap0s incubacdo das mesmas por 24 h a 28°C.

4.1.3 S. Typhimurim

A cepa S. Typhimurium 8429 foi utilizada no experimento de desafio. S.
Typhimurium armazenada em glicerol a 20% a -80 °C foi cultivada em caldo Luria-
Bertani (LB) e o cultivo incubado a 37 °C, sob agitacdo de 200 rpm, por 18 h. Apoés este
periodo, a pureza do cultivo foi avaliada através de esfregaco utilizando a coloragédo de
Gram e de semeadura por esgotamento em placas contendo Agar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD). Um mililitro do cultivo foi transferido para 19 mL de caldo LB e
incubado sob as mesmas condic@es iniciais, por 24 h. O cultivo foi centrifugado por 10
min a 1500 g e os pellets foram lavados trés vezes em salina tamponada fosfatada (PBS)
estéril, pH 7,4, e suspensos em 1 mL de solucédo salina (NaCl 0,9%) estéril. A DO da
solucdo foi ajustada a 1,0 em espectrofotdmetro a 600 nm, e entdo diluida em série
decimal em solucéo salina a 0,9% estéril, e 0 nimero de células viaveis presentes em
cada diluicdo (UFC.mL™) foi determinado através de contagem em placas (FRANCA,
2010).

4.2. Preparo das rac6es contendo os probioticos

Foi preparada uma formulacdo contendo amido de milho a 8% e racdo comercial
triturada isenta de quimioterapicos. A esta foram adicionados os probioticos S. boulardii
(10® UFC.g™) elou esporos viaveis de B. Toyoi (10” UFC.g™). Essas formulagdes foram
peletizadas e mantidas em estufa com circulacdo de ar forgada, permanecendo por 18 h
a temperatura de 40°C. Apo6s, a racdo foi armazenada sob refrigeracdo até a sua
administracdo (ROOS, 2009). A estimativa da concentracdo dos probioticos na racéo foi
realizada a cada 15 dias para assegurar a manutencdo da concentracdo dos mesmos na

racao fornecida aos animais (ROQS, 2009).

4.3. Animais
No experimento de desafio foram utilizados camundongos BALB/c machos,

com 6 a 7 semanas de idade e peso variando entre 15-20 g. Os animais foram
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provenientes e mantidos no Biotério Central da UFPel, em gaiolas apropriadas
(contendo 5 camundongos/gaiola), sob temperatura média de 22°C e ciclo de luz de 12 h
e foram alimentados com racdo PET especifica para roedores, sem antimicrobianos,
contendo ou ndo os probioticos S. boulardii e/ou esporos vidveis de B. Toyoi. Racéo e
agua foram fornecidas ad libitum.

Os camundongos que sobreviveram ao desafio sofreram eutanésia de acordo
com as normas internacionais e em consonancia com o0s principios éticos de
experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
Apo6s a remocdo asséptica do intestino, figado e bago, os camundongos foram
congelados e entregues ao Biotério para posterior incineracao.

4.4. Efeito da administracdo associada dos probidticos S. boulardii e B. Toyoi
sobre a sobrevivéncia e a protegdo de camundongos contra a ocorréncia de
colonizacdo intestinal, translocacdo e lesbes intestinais ap6s desafio com S.
Typhimurium

Para avaliar a capacidade de S. boulardii e B. Toyoi, administrados
associadamente a camundongos via oral, induzirem protecédo e inibicdo ou reducdo da
colonizagdo intestinal, translocacdo de S. Typhimurium para outros érgéos e tecidos e
da ocorréncia de lesdes intestinais, um experimento de desafio foi realizado.

A dose de S. Typhimurium necessaria para provocar a morte de pelo menos 50%
da populacdo de camundongos (DL50), que foi utilizada neste estudo (5,17 log UFC),
foi a descrita por FRANCA et al. (2010).

Foram utilizados 40 camundongos, os quais foram divididos em 4 grupos
compostos de 10 animais cada, distribuidos conforme a seguir:

Grupo 1 (G1): receberam os dois probioticos (S. boulardii e B. Toyoi)
adicionados & racéo, nas concentracdes de 8 e 7 log UFC.g™, respectivamente;

Grupo 2 (G2): receberam somente S. boulardii (8 log UFC.g™") adicionado &
racao;

Grupo 3 (G3): receberam somente esporos de B. Toyoi (7 log UFC.g™)
adicionados a racao;

Grupo 4 (G4): receberam racéo isenta dos probidticos.

Os camundongos tiveram dez dias para adaptarem-se & racdo contendo o(s)
probidtico(s) ou ndo, e as receberam durante todo o experimento. No 10° dia apds o

inicio da administracdo das racdes, os animais foram desafiados por gavagem com a
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DL50 de S. Typhimurium (5,17 log UFC) e monitorados diariamente quanto a
sintomatologia e a ocorréncia de morte.

A protecdo contra colonizacdo intestinal de S. Typhimurium foi avaliada apos
eutanasia dos camundongos sobreviventes ap6s 10 dias do desafio, através de contagens
de células viaveis do patdgeno presentes nas fezes e intestino delgado.

Os 6rgdos como baco, figado e intestino foram coletados em condicGes
assépticas. Para a avaliacdo da ocorréncia de translocacdo, 2/3 do figado e do baco
foram macerados, suspensos em 1 mL de solucdo salina a 0,9% estéril e diluidos em
série decimal em solugdo salina. Apds, 100 pl das diluigdes foram adicionadas a placas
contendo Agar XLD e as placas foram incubadas a 37° C por 24 h para determinagéo da
contagem em UFC.mL™.

Para a avaliacdo da ocorréncia de lesdo, 1/3 do figado e do baco e o intestino

delgado foram avaliados através de histopatologia.

4.5. Andlise histopatologica

As amostras do baco, figado e intestino coletadas em condicGes assépticas foram
submersas em formol tamponado 10%. Os fragmentos foram submetidos a técnica
histologica de rotina e coloracdo com método usual de hematoxilina-eosina. As Iaminas
com cortes histologicos foram avaliadas no Departamento de Histologia da UFPel

guanto a presenca ou auséncia de lesao.

4.6. Processamento e anélise dos dados
Analise de variancia e teste de Tukey foram utilizados para determinar
diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos. Todas as analises estatisticas

foram realizadas no programa Statistix 7.

4.7. Aspectos éticos

Este projeto de pesquisa € parte do projeto “Sinergismo dos probidticos
Saccharomyces boulardii e Bacillus cereus Toyoi sobre a imunomodulagéo e a protecéo
contra a colonizacéo e translocacdo da S. Typhimurium em camundongos”, 0 qual foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel sob o ndmero de
registro 9289.



5. RESULTADOS

5.1 Efeito da administragdo associada dos probiéticos S. boulardii e B. Toyoi sobre

a sobrevivéncia de camundongos desafiados com S. Typhimurium

O primeiro (Figura 1A) e o segundo (Figura 1B) desafios com S. Typhimurium
apresentaram resultados semelhantes, mas com diferengas nos valores das taxas de
sobrevivéncia. As taxas de sobrevivéncia dos animais alimentados com a ragéo
contendo o probiotico B. Toyoi, administrado individualmente ou em associa¢do com S.
boulardii (ambas de 90% no primeiro desafio e de 50 e 58,4%, respectivamente, no
segundo desafio) foram significativamente superiores (p< 0,05) as dos animais do grupo
controle (50% no primeiro desafio e 16,7% no segundo), e ndo apresentaram diferenca
significativa quando comparadas com as do grupo alimentado somente com S. boulardii
(60% no primeiro desafio e 25% no segundo). Também ndo houve diferenca nas taxas
de sobrevivéncia entre os animais que receberam S. boulardii individualmente e os

animais do grupo controle, em ambos os desafios.
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Figuras 1. Médias dos percentuais de camundongos desafiados com 5,17 log UFC de S. Typhimurium que sobreviveram ao primeiro (A) e
segundo (B) desafios. Os animais foram alimentados 20 dias (a partir de 10 dias antes do desafio) com ragdes contendo S. boulardii e B. Toyoi,
administrados individualmente ou em associacdo, nas concentracdes 8 e 7 log UFC.g™, respectivamente. Animais do grupo controle receberam
racdo comercial sem probioticos. Letras diferentes representam diferencas significativamente estatisticas (p<0,05) entre as taxas de sobrevivéncia

(d.p.i: dias apds infecgdo).
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5.2 Efeito da administracdo associada dos probidticos S. boulardii e B. Toyoi sobre
a protecdo de camundongos contra ocorréncia de lesbes intestinais apos desafio
com S. Typhimurium

Os resultados das analises das se¢Oes histopatoldgicas do intestino dos animais
que sobreviveram ao primeiro desafio corroboram com os resultados relativos a
sobrevivéncia, pois camundongos alimentados com B. Toyoi administrado
individualmente ou em associacdo com S. boulardii ndo apresentaram lesbes
histologicas, 10 dias apds o desafio. Somente os animais alimentados com a levedura,
bem como os animais do grupo controle apresentaram alteracoes leves (Figura 2A) (40
e 34%, respectivamente) a moderadas (Figura 2B) (ambos 34%) nas concentracdes de
infiltrado leucocitario na submucosa e foliculos isolados. No segundo desafio também
foram observadas somente alteracdes leves a moderadas nos intestinos dos animais
sobreviventes de todos os grupos. Porém, ndo houve diferenca significativa entre eles.
Alteracbes patoldgicas graves no intestino de camundongos infectados
experimentalmente por S. Typhimurium ndo foram evidenciadas em ambos os desafios

(dados ndo mostrados).
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Figuras 2. Médias dos percentuais de camundongos que sobreviveram ao desafio com
5,17 log UFC de S. Typhimurium e que apresentaram lesdes leves (A) e moderadas (B)
no intestino. Os animais foram alimentados por 20 dias (a partir de 10 dias antes do
desafio) com rac¢des contendo S. boulardii e B. Toyoi, administrados individualmente ou
em associacio, nas concentragdes 8 e 7 log UFC.g™* de racéo, respectivamente. Animais
do grupo controle receberam racdo comercial sem probidticos. Letras diferentes
representam diferencas significativamente estatisticas (p<0,05) entre os percentuais de
animais com lesdes leves ou moderadas no intestino.

5.3 Efeito da administracdo associada dos probidticos S. boulardii e B. Toyoi sobre
a protecdo de camundongos contra a colonizacdo intestinal apés desafio com S.
Typhimurium

Com relacdo ao nivel populacional do patégeno nas fezes dos camundongos
que sobreviveram ao primeiro desafio, ndo houve diferenca significativa nas médias
entre os grupos. Dez dias apds o segundo desafio, foi observado que houve diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) entre o nivel populacional do patégeno nas fezes
dos animais alimentados com a associacdo probidtica (1,65 log UFC. g* de fezes) e 0s
animais do grupo controle (1,10 log UFC. g* de fezes). Nos grupos que receberam as
ragbes com os probioticos individualmente, observou-se auséncia de S. Typhimurim nas
fezes, havendo, dessa forma, diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) no nivel
fecal do patdgeno entre os animais destes grupos e 0s dos grupos controle e associagao
(Figura 3).
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Figura 3. Médias dos niveis populacionais (UFC.g™) dos patégenos nas fezes de
camundongos que sobreviveram ao desafio com 5,17 log UFC de S. Typhimurium. Os
animais foram alimentados 20 dias (a partir de 10 dias antes do desafio) com racdes
contendo S. boulardii e B. Toyoi, administrados individualmente ou em associacdo, nas
concentracdes 8 e 7 log UFC.g™ de racéo, respectivamente. Animais do grupo controle
receberam racdo comercial sem probioticos. Letras diferentes representam diferengas
significativamente estatisticas (p<0,05) entre os niveis populacionais de patdgeno
encontrados nas fezes dos animais desafiados.

Com relacdo ao nivel populacional do patdgeno no intestino dos
camundongos que sobreviveram aos dois desafios, ndo houve diferenga significativa nas

médias entre 0s grupos.

5.4  Efeito da administracdo associada dos probidticos S. boulardii e B. Toyoi
sobre a protecdo contra translocacdo de S. Typhimurium para o figado e baco de

camundongos apos o desafio

Ao avaliar a ocorréncia de translocacdo bacteriana dez dias apds o primeiro
desafio, foram observados maiores niveis populacionais de S. Typhimurium no figado
de camundongos tratados com a associacdo probidtica (2,06 log UFC.mL™) e dos
animais do grupo controle (2,78 log UFC.mL™), ndo havendo diferenca significativa
entre eles. Niveis populacionais estatisticamente inferiores (p<0,001) aos obtidos no
figado de animais do grupo associagdo e controle foram encontrados nos animais
tratados com a levedura (0,24 log UFC.mL™) e com o B. Toyoi (0,21 log UFC.mL™)
isoladamente, ndo havendo diferenga estatisticamente significativa nestes niveis entre
eles (Figura 4A). No mesmo periodo, foi avaliada a translocacéo bacteriana para o baco,

onde foram encontrados niveis populacionais semelhantes em camundongos do grupo
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controle (2,17 log UFC.mL™) e do grupo associacdo (1,55 log UFC.mL™). Niveis
populacionais estatisticamente inferiores (p<0,001) aos obtidos no bag¢o de animais do
grupo controle foram encontrados nos animais tratados com a levedura (0,14 log
UFC.mL™) e com o B. Toyoi (0 log UFC.mL™?) individualmente (Figura 4B). Porém,
entre 0s grupos que receberam S.boulardii e B. Toyoi individualmente e o grupo
associacao probiotica ndo houve diferenca significativa.
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Figura 4. Nivel populacional (UFC. mL™) do patégeno no figado (A) e baco (B) de
camundongos que sobreviveram ao desafio com 5,17 log UFC de S. Typhimurium. Os
animais foram alimentados por 20 dias (a partir de 10 dias antes do desafio) com racgdes
contendo S. boulardii e B. Toyoi, administrados individualmente ou em associagdo, nas
concentracdes de 8 e 7 log UFC. g* de racdo, respectivamente. Animais do grupo
controle receberam racdo comercial sem probioticos. Letras diferentes representam
diferengas significativamente estatisticas (p<0,05) entre os niveis populacionais do
patégeno encontrados no figado e bago dos animais desafiados.



6. DISCUSSAO

Uma ampla variedade de antibidticos sdo utilizados, indiscriminadamente, no
tratamento de salmoneloses em seres humanos (BUTLE, 2011). No entanto, mutacfes
genéticas podem tormar Salmonella, e outras bactérias, resistentes ou multi-resistente a
antibioticos (WHICHARD, 2007). Dessa forma, o desenvolvimento de processos
alternativos para o tratamento e prevencdo de distdrbios gastrointestinais, como a
administracdo oral de probi6ticos, torna-se uma opcdo atraente, podendo ser eficaz na
prevencdo ou melhora de algumas doencas infecciosas, como as do trato intestinal
(SONG et al., 2011; TSAl etal., 2011).

Nos seres humanos, Salmonella causa mais de um bilh&o de infec¢bes por ano,
com consequéncias que vdo desde uma gastroenterite auto-limitante a febre tifoide,
causada por S. Typhi. Em contraste com o grave resultado da doenga em seres humanos,
S. Typhi é avirulenta na maioria dos animais, incluindo camundongos. No entanto, a
doenca associada com a infeccdo por S. Typhimurium nestes animais assemelha-se a da
S. Typhi em seres humanos (SANTOS et al., 2001).

A penetragdo de S. Typhimurium na mucosa intestinal pode acontecer através
dos enterdcitos ou das células M, que estdo presentes sobre as Placas de Peyer e entre 0s
enterdcitos. Estas células englobam moléculas presentes no ldmen intestinal, por
fagocitose ou endocitose, transportando-as até a membrana basal e liberando-as no
espaco extracelular (CUMMINGS et al., 2004; MACDONALD & MONTELEONE,
2005). Apds, ocorre a producdo de moléculas inflamatérias, diarréia, ulceracao,
destruicdo da mucosa e morte (GIANELLA, 1996).

No presente estudo, a utilizacdo de S. boulardii e B. Toyoi, de forma associada,
foi utilizada como um método de potencializar seus efeitos e melhorar a eficacia destes
probidticos em camundongos desafiados com S. Typhimurium. Os resultados
observados indicam que S. boulardii ndo protegeu os camundongos da morte induzida
por S. Typhimurium e da ocorréncia de lesdes intestinais e, consequentemente, nao
ocorreu sinergismo microbiano, ou seja, ndo foi possivel avaliar a ocorréncia de
sinergismo entre 0s probidticos no presente estudo. Os resultados demonstraram
também que o probidtico B. Toyoi protegeu os animais da morte induzida pela infeccéo
com S. Typhimurium e da ocorréncia de lesdes e que o efeito obtido pela associacdo
ocorreu, provavelmente, somente devido ao efeito do B. Toyoi, pois ndo houve

diferenca significativa nas taxas de sobrevivéncia e na porcentagem de camundongos
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gue apresentaram les@es intestinais apds desafio com o patégeno quando o probidtico B.
Toyoi foi administrado individualmente ou em associacdo com S. boulardii, e houve
diferenca significativa nestes resultados entre animais destes grupos e animais do grupo
controle.

No segundo desafio, o grupo de animais que foram alimentados com B. Toyoi
individualmente obtiveram um aumento nas taxas de sobrevivéncia de
aproximadamente trés vezes, quando comparado com camundongos do grupo controle.
Atribui-se a este aumento o fato de B. Toyoi apresentar-se na forma esporulada, a qual é
mais resistente que a célula vegetativa, passando pelo trato gastrointestinal sem sofrer
variacdes na sua estrutura (HOA et al., 2001). Além disso, B. Toyoi tem a capacidade de
germinar em numeros significativos na porcdo terminal do intestino, sendo que esta
germinacdo funciona como um probiotico convencional ou como um agente de exclusédo
competitiva (HOA et al, 2001). Essa protecdo ndo estd ligada somente a um
antagonismo populacional. Outros mecanismos, como a imunomodulagdo, estéo
envolvidos (CASULA; CUTTING., 2002).

Estudos como o de Roos et al. (2006) apresentaram resultados satisfatorios
com relagdo a administracdo individual de esporos de B. Toyoi sobre a
imunomodulacdo, onde ao avaliarem o efeito desta suplementacdo em cordeiros
vacinados contra BoHV-5 e E. coli K88ab, obtiveram soroconversdo maior contra
BoHV-5, quando comparada com a soroconversdo causada pelo antigeno E. coli,
sugerindo, dessa forma, que o efeito do probidtico difere em funcdo do antigeno
utilizado. Outro estudo de Roos et al., (2012), onde o probidtico B. Toyoi foi avaliado
como método potencial para melhorar a eficacia da vacina contra BoHV-5, observou
gue o uso deste probidtico foi capaz de modular a resposta imune de camundongos,
aumentando os niveis de 1gG em aproximadamente 2 vezes, em média, em relacdo ao
grupo controle. Quando os linfécitos de camundongos foram expostos a diferentes
componentes de B. Toyoi (DNA, células, sobrenadantes ou conjunto), foi induzida a
expressdo de citocinas que sdo capazes de estimular naturalmente a diferenciacdo de
células T helper em Thl, Th2 ou Threg. Além disso, no grupo suplementado com B.
Toyoi, estimulado com o antigeno da vacina BoHV-5, foi observado niveis mais
elevados da expressdo de mMRNA, IFN-y, IL-12 e IL-10, de forma significativa (p<0,05),
qguando comparado com o grupo controle. O aumento da expressdao de mRNA de IL-10
pode ter tido efeito estimulador nas células B, conduzindo o aumento dos niveis de

anticorpos observados no estudo.
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Poucos estudos avaliaram o efeito protetor de B. Toyoi contra a infecgéo
causada por S. Typhimurium. VILA et al. (2009), ao avaliarem os efeitos da
suplementacéo da dieta de galinhas e frangos de corte com Toyocerin (10 log UFC.g*
de esporos viaveis de B. Toyoi) em desafio com 6,3 log UFC por frango e 8 log UFC de
S. Enteritidis por galinha, observaram que Salmonella ndo foi detectada em frangos que
receberam dieta enriquecida com Toyocerin na idade do abate (42 dias), enquanto que
42% dos frangos de corte ndo tratados apresentaram o patdgeno. No final do
experimento com galinhas (28 dias) observou-se que a alimentacdo com Toyocerin
reduziu a prevaléncia deste patdgeno nas aves, pois somente 38% das aves do grupo
tratado com Toyocerin foram positivas para Salmonella, enquanto que 63% das aves do
grupo controle foram positivas. Neste experimento também foi possivel avaliar o ganho
de peso diario, o peso corporal final e a conversdo alimentar. Os resultados
demonstraram que ndo houve diferenca estatistica nestas varidveis entres as galinhas
alimentadas com racdo acrescida de Toyocerin e o grupo controle. J& em frangos de
corte, animais suplementados com Toyocerin apresentaram melhora nas varidveis de
desempenho, quando comparadas com as dos animais do grupo controle.

Scharek-Tedin et al. (2013) observaram que a suplementacdo de porcas e suas
leitegadas com B. Toyoi (5,5 log UFC. g™ e 5,94 log UFC. g, respectivamente) teve
um impacto positivo sobre o estado de saude dos leitdes ap6s um desafio com S.
Typhimurium DT104 (9,48 log UFC), provavelmente devido a uma resposta imune
alterada marcada pela frequéncia reduzida de células T CD8 no sangue periférico e no
epitélio jejunal. Além disso, observaram que a eliminacdo de Salmonella nas fezes foi
significativamente menor no grupo alimentado com B. Toyoi, 25 dias ap6s a infec¢édo (p
=0.004).

No estudo de Shivaramaiah et al. (2011), aves alimentadas com B. subtilis
isolado do ambiente (6 log de esporos. g de racéo) apresentaram contagens de S.
Typhimurium no cecum significativamente inferiores (p<0,05) as de aves do grupo
controle e um maior ganho de peso corporal em pintos e aves jovens,
independentemente da ocorréncia ou nao do desafio com Salmonella.

S. boulardii ¢ utilizada em todo 0 mundo para a prevencao e tratamento de uma
variedade de desordens intestinais, incluindo diarréias infecciosas e doencas
inflamatdrias do intestino (POTHOULAKIS, 2009). Os mecanismos propostos pelos
quais a levedura exerce seus efeitos de protecdo incluem: efeitos anti-toxigénicos
(POTHOULAKIS et al., 1993; CASTAGLIUOLO et al., 1996); efeitos troficos sobre
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os enterdcitos (BUTS, 2006); efeitos anti-inflamatérios (DALMASSO et al., 2006;
THOMAS et al., 2009); aumento da resposta imune (BUTS et al., 1990; RODRIGUES
et al., 2000; MARTINS et al., 2009); aumento da ligacdo e da eliminacdo de toxinas
bacterianas (BRANDAO et al., 1998); aumento da ligacdo e eliminagdo de bactérias
patogénicas (GEDEK, 1999); interferéncia nas vias de sinalizacdo bacterianas
(MARTINS et al., 2010; CHEN et al., 2006; MUMY et al., 2008); acGes sobre os
fatores de viruléncia bacteriana (WU et al., 2008) e interferéncia na motilidade
bacteriana (PONTIER-BRES et al., 2012).

Diversos estudos tem demonstrado que S. boulardii apresenta efeito protetor
contra a infec¢do causada por S. Typhimurium em camundongos. Martins et al. (2010)
observaram que o efeito anti-inflamatério observado ndo é devido a um decréscimo no
namero de S. Typhimurium por S. boulardii ou a uma habilidade da levedura matar a
bactéria. Concluiram que a suplementacdo de S. boulardii modifica propriedades
invasivas da Salmonella, que a adi¢do da levedura durante a infeccdo reduz em 50% a
invasdo por salmonelas e mantém a funcéo de barreira da monocamada epitelial, e que a
exposicao a levedura antes da infeccdo, amplifica significativamente o efeito benéfico,
onde a invasdao de Salmonella é completamente abolida e o processo inflamatério é
cessado. Experimentos de microscopia eletronica e confocal demonstraram que um dos
mecanismos através do qual S. boulardii exerce seu efeito protetor, é através da sua
adesdo a bactéria, e 0 menor nimero de bactérias em contato direto com a célula do
hospedeiro diminui ou inibe a cascata de sinalizacdo envolvida na ativagao da resposta
inflamatoria.

Rodrigues et al. (1996) observaram, através da avaliagdo da taxa de
sobrevivéncia ef/ou de dados histopatologicos, um efeito protetor contra S.
Typhimurium em camundongos tratados com S. boulardii.

Recentemente, Martins et al. (2013) investigaram os efeitos do tratamento com
8 log UFC de S. boulardii por gavagem, fornecida a camundongos 10 dias antes do
desafio intragastrico com 4 log UFC de S. Typhimurium (DL50), e constataram que 0
tratamento com S. boulardii reduziu significativamente a ativacdo de vias de
sinalizacdo, com consequente reducdo da inflamacdo, manifestacGes clinicas, danos no
tecido e morte (aumentou a taxa de sobrevivéncia dos animais tratados de 40 para 70%
em relacdo ao grupo que ndo recebeu o probidtico).

Resultados semelhantes foram observados pelo mesmo grupo, em 2010,

(Martins et al., 2010), administrando-se a mesma dose de 8 log UFC de S. boulardii,
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durante 10 dias, por gavagem, e desafiando camundongos com a mesma dose de S.
Typhimurium (4 log UFC). Novamente S. boulardii protegeu camundongos da morte
induzida pela infeccdo experimental com S. Typhimurium, pois aumentou
significativamente a sobrevivéncia de 40% (grupo somente desafiado) para 70% (grupo
desafiado e tratado com a levedura) ap6s 16 dias. Entretanto, em ambos o0s
experimentos, 0s autores administraram a mesma dose da levedura utilizada no presente
trabalho (8 log UFC) por gavagem, ou seja, sem perdas e com controle total da dose, e
desafiaram os animais com 1 log a menos de salmonela do que no presente
experimento.

Em outro estudo do mesmo grupo (Martins et al., 2009), ao comparem 0s
efeitos de cinco formulacBes contendo leveduras (quatro contendo S. boulardii
liofilizada e uma contendo S. cerevisiae em suspensdo aquosa) sobre a protecdo contra
uma infeccdo experimental com 4 log UFC de S. Typhimurium, observaram maior
sobrevivéncia (70%) quando um dos produtos contendo S. boulardii, o que continha o
maior nimero de células viaveis e 0 que apresentou as maiores contagens de leveduras
viaveis e a maior persisténcia nas fezes, foi administrado aos animais, em comparagéo
com o grupo controle (40%, p<0,05). Observaram também maior protecdo dos tecidos
hepéticos e intestinais. Bach et al. (2003) também observaram que 4 log UFC.mL™ de S.
boulardii ndo foi capaz de inibir o crescimento de 4 log UFC.mL™ de E. coli O157:H7
em um fluido ruminal in vitro. Estes resultados demonstram a importancia da dose do
probidtico sobre o seu efeito e podem explicar a auséncia de protecdo por S. boulardii
no presente estudo, pois, apesar de ter sido oferecida uma dose elevada da levedura
(semelhante & administrada em outros estudos) aos animais (8 log UFC. g* de racdo),
esta foi administrada na racdo e ndo por gavagem, como em todos 0s experimentos
citados, o que aumenta os riscos de perdas das leveduras e dificulta o controle da
administragao.

Outros estudos avaliaram os efeitos da suplementacdo com outras leveduras
sobre a infeccdo causada por S. Typhimurium. Martins et al. (2005) avaliaram a
capacidade de 8 log UFC de S. cerevisiae 905, administrada por 10 dias, proteger
camundongos convencionais ou gnotobioticos contra desafio oral com S. Typhimurium
(com 4 log e 2 log UFC por animal, respectivamente) e ndo observaram antagonismo da
levedura pelo patdgeno no trato digestivo dos camundongos gnotobidticos, pois nao
houve diferenca na sobrevivéncia entre camundongos controles e experimentais

desafiados com S. Typhimurium e todos os animais morreram em 6 a 7 dias. Entretanto,
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apo6s 28 dias do inicio do desafio, a sobrevivéncia de camundongos convencionais
tratados com a levedura foi maior (55%), quando comparada com a do grupo controle
(15%), e o tecido hepatico foi melhor preservado (p<0,05). Os autores sugerem que 0
efeito protetor pode ser devido a imunomudulacdo ou acdo e competicdo por sitios de
adesdo ou nutrientes.

Martins et al. (2011) observaram que o tratamento de camundongos com 8 log
UFC de S. cerevisiae 905 por gavagem, por 10 dias antes do desafio e durante todo o
experimento (por mais 28 dias), aumentou a taxa de sobrevivéncia (80%) quando
comparada a do grupo controle (40%) (p< 0,05), apds desafio com 4 log UFC de S.
Typhimurium. Eles sugerem que estes resultados devem-se a habilidade da levedura
ligar-se a bactéria e modular as vias de sinalizacdo envolvidas na ativacdo da
inflamacdo em um modelo murino de febre tiféide.

As diferengas nas taxas de sobrevivéncia observadas nos dois desafios do
presente trabalho podem ter ocorrido devido a alteracdes nos métodos de producdo e
administracdo dos probioticos, na viabilidade da preparacdo e devido as condi¢des do
hospedeiro e da microbiota intestinal, fatores passiveis de serem afetados em
experimentos com probioticos.

A excrecdo de S. Typhimurium observada nas fezes de camundongos que
sobreviveram ao desafio no presente estudo, dez dias apdés o desafio, € decorrente da
sobrevivéncia do patdgeno no intestino, apds as etapas de colonizacdo e invasdo de
enterdcitos e linfonodos mesentéricos. A auséncia do patdégeno nas fezes dos animais
dos grupos alimentados com S. boulardii e B. Toyoi isoladamente demonstra que
ocorreu uma eliminacdo passiva do patogeno pelos animais, e pode ser resultado da
exclusdo competitiva exercida por eles, reduzindo o numero de células viaveis do
patdgeno na luz do intestino. Nogueira et al. (2012) ao avaliarem o efeito da
administragdo dos probiéticos Bifidobacteterium, Enterococcus, Lactobacilus e S.
boulardii adicionados a racdo de suinos, observaram que ambos 0s grupos apresentaram
elevadas frequencias de excre¢do, ndo sendo observada diferenca entre eles. Estudos
anteriores relatam efeitos positivos do uso de probidticos para prote¢do de suinos contra
infeccdo por Salmonella. Fedorka-Cray et al. (1999) administraram culturas de bactérias
cecais a leitbes em fase de lactacdo, desafiados com S. Choleraesuis, e obtiveram
menores taxas de colonizagdo intestinal no grupo tratado. Casey et al. (2007)
forneceram leites adicionados de culturas de Lactobacillus e Pediococcus a leitbes

desmanados e observaram menor ocorréncia de diarréia e menores contagens fecais da
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S. Typhimurium que tinha sido inoculada. Por outro lado, Szabd et al. (2009) nédo
obtiveram 0 mesmo sucesso, observando tendéncia de maior excregdo de Salmonella em
leitbes tratados com uma cepa de Enterococcus faecium. Segundo Callaway et al.
(2008), resultados mais promissores sdo obtidos quando o probiotico é administrado a
animais mais jovens, que, por estarem em fase de modificacdo da microbiota intestinal,
sdo mais facilmentes colonizados pelas cepas probioticas. Dessa forma, resultados mais
promissores no presente estudo poderiam ter sido alcancados se os probidticos tivessem
sido administrados em camundongos mais jovens ou tdo logo ao nascer.

Com relagdo a persisténcia intestinal de S. Typhimurium no intestino de
camundongos desafiados, no estudo realizado por Martins et al. (2013), foi observado
que animais tratados com a levedura reduziram o ndmero de S. Typhimurium no
intestino. Os autores atribuiram esse resultado ao fato da levedura S. boulardii ligar-se
ao patogeno, reduzindo o numero de bactérias associadas ao epitelio intestinal,
diminuindo, consequentemente, a colonizagao.

Com relacdo a populacdo de S. Typhimurium encontrada em fezes de animais
tratados com S. boulardii e desafiados em outros estudos, Rodrigues et al. (1996)
concluiram que a protecdo contra esta bactéria, obtida em camundongos convencionais
e gnotobidticos associada com S. boulardii, ndo é devido a reducdo da populacdo
bacteriana no intestino, pois as contagens de S. Typhimurium foram elevadas nas fezes
(10 log UFC. g*) e permaneceram elevadas até a morte ou sacrificio dos animais.
Martins et al. (2005) também tiveram a mesma conclusdo, pois as contagens de S.
Typhimurium nas fezes de camundongos gnotobidticos permaneceu elevada (8 a 9 log
UFC. g* de fezes), tanto em camundongos tratados quanto em ndo tratados com a
levedura, resultado similar ao encontrado em outro estudo de Rodrigues et al. (2000). E
Martins et al. (2013) também concluiram que os efeitos observados ndo foram
associados a um antagonismo bacteriano, pois 0 nimero de salmonelas nas fezes
permaneceu 0 mesmo na presenca ou auséncia da levedura.

No presente estudo, embora ndo tenha sido observada a presenca de S.
Typhimurium nas fezes dos animais alimentados somente com S. boulardii, dez dias
apos o desafio, foi observada a presenca de lesdes leves e moderadas no intestino destes
animais, o que demonstra que o patdégeno ndo foi totalmente eliminado por S. boulardii
e concorda com as conclusdes acima. Filho-Lima et al. (2000), ao avaliaram a
associacdo entre S. boulardii (10 mg a cada 2 dias), Lactobacillus acidophilus e

Escherichia coli (8 log UFC de cada bactéria, intragastricamente), por 10 dias, sobre a
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protecdo contra desafio intragastrico com 8 log UFC de S. Typhimurium em
camundongos livres de germes, também observaram que S. Typhimurium colonizou o
trato digestivo e continuou presente em altos niveis nas fezes (8 log UFC g™) dos
camundongos do grupo experimental assim como nas fezes dos animais do grupo
controle. Resultado semelhante foi observado no presente estudo, onde S. Typhimurium
foi observada nas fezes dos animais alimentados com a associacdo dos probidticos em
concentracdes elevadas, quando comparadas aos demais grupos (aproximadamente 1,7
log UFC). Entretanto, o fato das contagens nas fezes dos animais do grupo alimentado
com a associagdo probidtica terem sido estatisticamente superiores as encontradas nos
grupos que receberam os probidticos isoladamente e grupo controle, dez dias apds o
segundo desafio, sugere uma interferéncia negativa na acdo entre 0s probidticos,
guando administrados concomitantemente, sobre a persisténcia intestinal do patdgeno.

Resultados semelhantes foram observados ao avaliar a presenca de S.
Typhimurium no figado dos animais que sobreviveram ao segundo desafio (dez dias
apos) no presente estudo, pois animais do grupo alimentado com a associa¢do probiotica
apresentaram niveis estatisticamente superiores do patdégeno no figado, quando
comparados aos que receberam os probi6ticos isoladamente. Estes resultados também
sugerem a ocorréncia de um efeito antagdnico entre os dois probidticos sobre a
translocacdo deste patdgeno para o figado e pode ter interferido negativamente sobre a
sobrevivéncia dos animais alimentados com a associacdo dos probidticos apds o
desafio, embora ndo tenha reduzido a taxa de sobrevivéncia obtida. JA no baco, ndo
houve diferenca significativa entre o grupo tratado com a associacdo probidtica e os
demais grupos.

Alguns estudos também observaram que S. boulardii protege animais da
translocacdo de salmonelas para outros 6rgdos. Geyik et al. (2006) demonstraram, em
seu estudo, que a administracdo de S. boulardii reduziu significativamente a
translocacdo bacteriana em ratos com ictericia obstrutiva. Martins et al. (2010)
observaram que o tratamento com S. boulardii inibiu a translocagdo da bactéria para o
figado, apds desafio com S. Typhimuriumem camundongos, e ndo induziu
modificagdes inflamatdrias significativas no paréngquima hepatico, o qual apresentou sua
arquitetura lobular normal, e no colon de camundongos infectados. Martins et al. (2013)
observaram que no grupo controle, a translocacdo bacteriana pode ser observada a partir
de 5 d.p.i. e persiste até o dia 15 no figado. Observaram também que

S. boulardii preveniu a translocacdo de S. Typhimurium, protegeu camundongos de
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lesbes hepaticas e reduziu os niveis de citocinas inflamatorias e a ativacéo de vias de
sinalizacdo envolvidas na ativacdo da inflamacéo induzida por S. Typhimurium, apds o
desafio com esta bactéria, com conseqliente reducdo da inflamacdo, manifestacdes
clinicas, dano tecidual e morte. Os autores atribuem estes resultados, ao menos em
parte, a ligacdo da bactéria a levedura, diminuindo o nimero de bactérias livres capazes
de se ligar a células epiteliais, e consequentemente a translocacdo. Observaram,
também, que a administracdo da levedura seis dias apos a infec¢do por Salmonella foi
eficaz na reducdo do numero de mortes, sugerindo que S. boulardii pode ser benéfica
como adjuvante no tratamento de pacientes com febre tiféide, mesmo quando
administrada apds o inicio da doenga.

Peret Filho et al. (1998) avaliaram a sobrevivéncia, translocacdo e alteracdes
histoldgicas no ileo terminal, figado e baco em camundongos imunossuprimidos e
tratados ou ndo com S. boulardii e observaram uma relativa protecdo destes animais
pelo tratamento com a levedura. Entretanto, observaram que este fendmeno foi
inversamente proporcional a dose da levedura, pois a sobrevivéncia foi maior e a
translocacdo bacteriana para o figado menor, apos sete dias de tratamento, no grupo
imunossuprimido e tratado com 0,1 mg de S. boulardii do que nos outros grupos
imunossuprimidos, e a maior translocagdo para o figado e baco foi observada no grupo
imunossuprimido e tratado com 10 mg de S. boulardii . Além disso, protecdo relativa
contra alteracGes histoldgicas foram obtidas quando os animais foram tratados com a
levedura, independente da dose.

Generoso et al. (2011) observaram que o tratamento oral com células viaveis
de S. boulardii ou com células mortas pelo calor mantiveram a integridade intestinal e
modularam o sistema imune em um modelo de obstrucao intestinal murino, prevenindo
a translocacao bacteriana e lesdes intestinais.

A interferéncia negativa entre S. boulardii e B. Toyoi sugerida no presente
estudo, ndo se deve a um efeito antagbnico quanto a sobrevivéncia ao trato
gastrointestinal (TGI) dos camundongos, visto que, em outro estudo do nosso grupo
(Castelli, 2011), o qual avaliou a associagdo entre os probidticos S. boulardii e B. Toyoi
sobre a resposta imune humoral e celular em camundongos, foi observado que ambos os

probioticos avaliados individualmente (S. boulardii = 69,5% e B. Toyoi = 85,3%) e em

associacdo (S. boulardii = 59,5% e B. Toyoi 79,2%) apresentaram taxas de
sobrevivéncia ao TGl de camundongos elevadas e semelhantes, 24 h ap6s a

administracdo. Esses resultados indicam que os dois probioticos administrados
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simultaneamente sdo capazes de resistir as condi¢fes do TGl de camundongos e chegar
viaveis, metabolicamente ativos e em quantidades adequadas ao seu local de acédo
(Charteris et al., 1998) e que outros fatores, como a propriedade de S. boulardii ligar-se
a bactérias pode ter sido responsavel pelo efeito antagbnico entre a levedura e B. Toyoi,
no presente estudo.

No estudo de Castelli (2011), apesar de n&o ter ocorrido diferenga significativa
entre as taxas de sobrevivéncia entre os probioticos, B. Toyoi, o qual foi acrescentado 1
log a menos nas races do que S. boulardii, apresentou uma taxa de sobrevivéncia ao
TGl 25,8% maior, nas primeiras 24 h, devido, provavelmente, ao fato de ser
administrado na forma de esporo, a qual é mais resistente do que a célula vegetativa.

No mesmo estudo, utilizando a proteina recombinante internalina A (rinlA) de
Listeria monocytogenes como antigeno modelo, foi observado que os probidticos S.
boulardii e B. Toyoi agiram em sinergismo, potencializando a resposta imune humoral
especifica contra este antigeno, pois os animais do grupo onde S. boulardii e B. Toyoi
foram associados apresentaram titulos de anticorpos Ig totais e soroconversdes
significativamente superiores (p<0,005) as dos animais suplementados com cada um
dos probiodticos individualmente.

Outros estudos evidenciaram efeito sinérgico entre probidticos sobre a
imunomodulacdo. Tanasieko et al. (2005) observaram que a associacdo entre
Enterococcus faecium e S. cerevisiae elevou significativamente a eficacia de uma
vacina anti-tumoral in vivo. Resultados semelhantes foram encontrados por Randhawa
et al. (2011), quando avaliou a associacdo entre as cepas probidticas Lactobacillus
delbrueckii 405 e Lactobacillus casei subsp. Casei 17 e observaram que os titulos de
anticorpos foram significativamente superiores quando os dois probidticos foram
administrados simultaneamente.

Alguns estudos avaliaram os efeitos da associacdo entre probi6ticos sobre a
infecgdo causada por S. Typhimurium e demonstraram efeitos sinérgicos. Outros ndo.
Em um estudo, camundongos que receberam uma mistura de trés cepas de Lactobacillus
acidophilus mortas pelo calor, via oral, por sete dias antes do desafio oral com
S. Typhimurium, apresentaram menores taxas de invasdo de salmonelas no figado e
baco do que os animais do grupo controle. Os autores sugerem que este efeito pode ser
devido a ativagdo do sistema imune e ndo a aderéncia dos probioticos ao epitélio
intestinal (Lin, 2007).
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Em outro estudo, a associacdo entre Enterococcus faecalis e Pediococcus
pentosaceus (7,08 log CFU de cada um por gavagem no dia 1) reduziu a colonizacéo
por 6 log UFC de S. Typhimurium administrada no dia 3 (p = 0.07), em um modelo de
passaro livre de patogenos especificos (Waters, 2005)

Tsai et al. (2011), ao avaliarem a influéncia de combinagGes quatro a quatro de
12 cepas de bactérias lacteas (BAL, 9 log UFC de cada) com diferentes propriedades
probidticas, administradas a camundongos BALB/c por 63 dias, sobre desafio com 7
log UFC de S. Typhimurium, observaram que as combinagdes reduziram a invasdo do
patégeno ao figado e baco dos animais 8 dias apds o desafio, visto que ocorreu uma
reducdo significativa no nimero de células do patégeno nestes 6rgaos.

Jain et al. (2008), ao avaliarem o efeito do probidtico dahi (presente em
coalhada) suplementado com Lactobacillus acidophilus e L. casei, administrado a
camundongos, por sete dias, contra infec¢do por S. Enteritidis, observaram uma redugéo
nas contagens de S. Enteritidis no intestino, figado e baco e uma reduc¢éo na colonizagao
do TGI, bem como da translocacdo do patdgeno, e atribuiram esses resultados a
estimulacdo da resposta immune especifica e ndo especifica.

No estudo de Higgins (2009), uma combinacdo de trés cepas ATCC de
lactobacilos (LAB3, Lactobacillus casei 11578, Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus 11842 e Lactobacillus fermentum 14931, contendo 6 a 7 log UFC de cada)
e uma cultura probidtica disponivel comercialmente (PROB, produto comercial
Floramax, contendo 11 isolados de bactérias &cido laticas de origem do TGI de aves
domésticas) foram avaliadas em desafio por gavagem com 3 a 4 log UFC de S.
Enteritidis em pintos de corte (1 h ap6s o desafio). PROB reduziu mais eficientemente
S. Enteritidis que LAB3, visto que PROB reduziu significativamente a recuperagédo de
S. Enteritidis nas tonsilas cecais dos pintos, 24 h apds o tratamento, quando comparado
com o grupo controle ou o grupo tratado com LAB3 (p < 0,05). Estes resultados
demonstram que as bactérias acido laticas ndo sdo igualmente efetivas em reduzir
salmoneloses em aves e que pequenas diferencas na expressdo de proteinas de superficie
entre lactobacilos, pode diferenciar bactérias acido laticas que efetivamente previnem a
infeccdo daquelas que ndo conferem protecao.

Em outro estudo, ao avaliar uma preparacdo probiotica comercial para a
prevencéo de desordens intestinais em cdes e gatos contendo Lactobacillus acidophilus,
Enterococcus faecium e S. Cerevisiae (Vitacanis), administrada a camundongos

gnotobioticos 10 dias antes de um desafio intragastrico com 2 log UFC de
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S. Typhimurium, foi observado que E. faecium foi o Unico dos trés componentes do
produto que forneceu protecdo contra o patdgeno, pois apresentou uma taxa de
sobrevivéncia superior (82%, p<0.05) a dos outros grupos. Todos os animais dos outros
grupos morreram apés o desafio, mas o tempo de sobrevivéncia foi maior (p<0,05) para
0s animais dos grupos que receberam os trés probioéticos ou somente L. acidophilus do
que para os dos grupos controle e que receberam S. cerevisiae. Os dados de
sobrevivéncia foram semelhantes aos achados histopatologicos, os quais mostraram
mais lesGes hepaticas e intestinais severas em camundongos do grupo controle e que
receberam somente S. cerevisiae (Maia et al., 2001)

No estudo que avaliou a associagao entre S. boulardii (10 mg a cada 2 dias),
Lactobacillus acidophilus e E. coli EMO (8 log UFC de cada bactéria,
intragastricamente) sobre a protecdo contra S. Typhimurium em camundongos livres de
germes, ndo foi observado efeito sinérgico entre os probidticos avaliados, visto que, S.
Typhimurium colonizou o trato digestivo e continuou presente em altos niveis nas fezes
tanto dos animais tratados, quanto dos animais do grupo controle e que o efeito
antagbnico observado foi devido somente a E. coli EMO, pois 0 antagonismo néo
aumentou na presenca dos outros dois probidticos (Lact. acidophilus e S. boulardii).
Além disso, observaram que a populacéo da levedura nas fezes dos animais foi menor
(aproximadamente 6 log UFC. g de fezes) que a dos outros probidticos, mesmo
guando administrada isoladamente (Filho-Lima et al., 2000).

Filho-Lima et al. (2000) argumentam que experimentos com probioticos
podem ser afetados por fatores como o tipo de agente bioterapéutico, métodos de
producdo e administracdo dos probioticos, viabilidade da preparacdo e condicdes do
hospedeiro e da microbiota intestinal, fatores que podem também ter influenciado os
resultados do presente trabalho.

Concluiu-se, com o presente trabalho, que, como S. boulardii ndo protegeu 0s
camundongos da morte induzida por S. Typhimurium e da ocorréncia de lesdes
intestinais, ndo foi possivel avaliar a ocorréncia de sinergismo entre os dois micro-
organismos avaliados. Entretanto, S. boulardii, assim como B. Toyoi, isoladamente e
em conjunto, reduziram a eliminacdo de S. Typhimurium pelas fezes e preveniram a
translocacdo do patdgeno para o figado dos camundongos que sobreviveram ao desafio
e B. Toyoi protegeu os animais da morte induzida pela infecgdo com S. Typhimurium e
da ocorréncia de lesdes intestinais. Novos estudos serdo realizados para avaliar os

efeitos da associacdo destes probioticos frente ao desafio com S. Typhimurium e para
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avaliar as causas do efeito antagonico apresentado entre eles sobre a persisti
patégeno nas fezes dos animais e sobre a translocagdo para o figado.

7. CONCLUSOES

o S. boulardii ndo protegeu os camundongos da morte induzida por S.
Typhimurium e da ocorréncia de lesdes intestinais. Consequentemente, ndo foi possivel
avaliar a ocorréncia de sinergismo entre 0s dois micro-organismos avaliados.
Entretanto, S. boulardii, assim como B. Toyoi reduziram a eliminacdo de S.
Typhimurium pelas fezes e preveniram a translocacdo do patégeno para o figado nos

camundongos que sobreviveram ao desafio.

o O probidtico B. Toyoi protegeu os animais da morte induzida pela infecgdo com
S. Typhimurium e da ocorréncia de lesBes e o efeito obtido pela associacdo, ocorreu,

provavelmente, devido somente ao efeito de B. Toyoi.

o A presenca de S. Typhimurium nas fezes e figado dos animais do grupo
alimentado com a associagdo probiética, em niveis estatisticamente superiores aos
encontrados nos grupos que receberam os probioticos isoladamente, dez dias ap6s o
segundo desafio, sugere uma interferéncia negativa na acéo entre os probidticos, quando

administrados concomitantemente.

o O efeito antagdnico entre os dois probioticos, sobre a persisténcia deste
patdgeno nas fezes dos animais e sobre a translocacdo para o figado, pode ter interferido
negativamente sobre a sobrevivéncia dos animais alimentados com a associagdo dos

probidticos apds o desafio, embora ndo tenha reduzido a taxa de sobrevivéncia obtida.

o Novos estudos fazem-se necessarios para avaliar os efeitos da associacdo destes
probidticos frente ao desafio com S. Typhimurium e para avaliar as causas do efeito

antagbnico apresentado entre eles.
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RESUMO. Investigar os efeitos da associagdo entre Saccharomyces boulardii e
Bacillus cereus var. Toyoi na sobrevivéncia e protecdo de camundongos contra a
ocorréncia de colonizagdo intestinal, translocacdo e lesdes intestinais apds desafio com
S. Typhimurium. Os camundongos foram divididos em quatro grupos: (1) controle, (2)
S.boulardii, (3) B.Toyoi e (4) S.boulardii e B.Toyoi em associacdo. No 10° dia apds
desafio, foram realizadas eutanasia nos animais sobreviventes. A protecdo contra
colonizacdo e translocacdo de S. Typhimurium foi avaliada através de contagens de
células viaveis do patégeno presentes nas fezes e intestino delgado, e em amostras do
figado e bago, respectivamente. A avaliacdo da ocorréncia de lesdo no intestino delgado
foi através de histopatologia. S. boulardii ndo protegeu os camundongos da morte
induzida por S. Typhimurium e da ocorréncia de lesdes intestinais. Entretanto, S.
boulardii, assim como B. Toyoi reduziram a eliminacdo de S. Typhimurium pelas fezes
e preveniram a translocacdo do patdégeno para o figado de camundongos sobreviverntes.
B. Toyoi protegeu os animais da morte induzida pela infec¢cdo com S. Typhimurium e
da ocorréncia de lesdes. Novos estudos serdo realizados para avaliar os efeitos da
associacdo destes probidticos frente ao desafio com S. Typhimurium.

Palavras-chave: Sinergismo, translocacdo, colonizacdo intestinal, lesdo de Orgaos,
histopatologia, DL50.

Abstract: Investigate the effects of the association between Saccharomyces boulardii e
Bacillus cereus var. Toyoi in survival and protection of mice against the occurrence of
intestinal colonization, translocation and intestinal lesions after challenge with S.
Typhimurium. The mice were divided into four groups: (1) control, (2) S.boulardii, (3)
B.Toyoi and (4) a combination of S. boulardii and B. Toyoi. On the 10th day after
challenge, euthanasia was performed in surviving animals. Protection against
colonization and translocation of S. Typhimurium was evaluated through viable cell
counts of pathogen, present in small intestine and feces, and through samples of spleen
and liver, respectively. The evaluation of occurrence of lesions in small intestine was
done through histopathology. S. boulardii has not protected the mice from induced
death by S. Typhimurium and from the occurrence of intestinal lesions. However, S.
boulardii, as well as B. Toyoi, reduced the elimination of S. Typhimurium in feces and
prevented translocation of pathogen to surviving mice liver. B. Toyoi protected animals
from induced death by infection with S. Typhimurium and from the occurrence of
injury. Further studies will be conducted to assess the effects of the combination of
these probiotics upon the challenge with S. Typhimurium.

Keywords: Synergism, translocation, intestinal colonization, organ lesion,
histopathology, LD50.
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INTRODUCAO

Probidticos podem ser definidos como micro-organismos vivos que ao serem
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a satde do hospedeiro?.
Para ser utilizado como probidtico, 0 micro-organismo deve ser indcuo; tolerar o baixo
pH do suco géstrico; resistir a acdo da bile e das secre¢des pancreaticas e intestinais;
resistir a0 processamento de alimentos e ra¢6es, mantendo-se viavel por longo periodo
durante a estocagem e transporte sem perder a funcionalidade; manter-se
metabolicamente ativo no intestino e ndo transportar genes transmissores de resisténcia
a antibioticos?.

O efeito protetor direto ou indireto contra enteropatdégenos é um dos efeitos
benéficos que 0s micro-organismos probiodticos podem apresentar. Mecanismos de acao
direta incluem a producdo de substancias antimicrobianas, que apresentam efeito
inibitério ou letal para o patégeno?; inibicdo da adesdo dos patdgenos a mucosa
intestinal, devido a co-agregacdo entre probidtico e patdgeno ou por competicdo pelos
sitios de adesdo® ® ; competicao por nutrientes e inibic&o da producdo ou acéo de toxinas
microbianas®’. Mecanismos de acdo indireta incluem a modulacdo da microbiota
intestinal ou do sistema imune do hospedeiro®.

Leveduras e bactérias sdo 0s micro-organismos mais comumente utilizados
como probidticos. Entretanto, eles apresentam diferentes mecanismos de acéo,
metabolismo e resisténcia a antibioticos. Uma caracteristica importante das leveduras,
em geral, é a alta produtividade a partir de substratos de baixo custo. Dentre as espécies
de leveduras do género Saccharomyces, Unico género de leveduras utilizado atualmente
como probidtico, a de maior destaque é Saccharomyces boulardii, a qual mantém suas
propriedades mesmo quando associada a antimicrobianos. Os géneros de bactérias mais

utilizados como probidticos sdo Lactobacillus, Enterococcus e Bifidobacterium.
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Entretanto, bactérias de outros géneros, como Bacillus cereus var. Toyoi, uma estirpe
isolada do solo que ndo produz enterotoxinas diarréicas ou eméticas®, podem ser
utilizados. A principal vantagem de B. Toyoi sobre as bactérias acido lacticas na
elaboracdo de probidticos reside em sua capacidade de esporular, o que Ihe confere
maior sobrevivéncia durante o transito estomacal e durante a elaboracéo, transporte e
armazenamento das ragdes *°.

A associacdo entre probioticos com efeitos benéficos conhecidos, a qual pode
gerar uma resposta superior ou similar a soma da resposta obtida individualmente por
cada um deles vem sendo estudada e tem apresentado resultados positivos*’. Porém, o
efeito da associacdo entre S. boulardii e B. Toyoi sobre a protecdo contra a colonizagédo
e translocacao de S. Typhimurium ainda néo foi avaliado.

O objetivo deste trabalho foi Investigar o efeito da associacdo entre 0s
probidticos S. boulardii e B. Toyoi sobre a protecdo contra desafio com S.

Typhimurium, utilizando como modelo animal camundongos.

MATERIAL E METODOS
Material

B. Toyoi

Esporos da bactéria foram ressuspensos em solucdo salina estéril, repicados em
placas contendo agar base suplementado com 8% de sangue ovino e as placas incubadas
por 24 h a 37 °C. Tubos contendo 150 mL de caldo infuséo de cérebro e coragdo (BHI,
Acumedia) foram inoculados com duas a trés col6nias de B. Toyoi e incubados sob
agitacdo (200 rotagdes por min - rpm) a 37 °C por 16 -18 h. Cinquenta mililitros desse

indculo foram adicionados a 1 L de meio NYSM (caldo nutriente, extrato de levedura,
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MnCl,, MgCl,, CaCl,)*, e o cultivo foi mantido sob agitacdo de 200 rpm & 37 °C
durante 48 h, centrifugado a 5000 x g por 20 min a 4 °C e ressuspenso em solucéo salina
0,9% estéril em um volume de 30 mL. Por fim, a suspensdo final foi aquecida em
banho-maria a 80 °C durante 15 min para eliminar formas vegetativas do bacilo e

armazenadas a 4° C.

A concentragdo de B. Toyoi, em UFC.mL™, foi determinada através de diluicdo
decimal do cultivo em solucdo salina (NaCl 0,9%) estéril e contagem em placas
contendo agar base suplementado com 8% de sangue ovino, sendo as mesmas incubadas

por 24 h a 37°C.

S. boulardii

A levedura liofilizada foi ressuspensa em solucdo salina estéril, repicada em
placas contendo Agar YPD (0,5% extracto de levedura, 1% peptona, 2% de dextrose e
2% agar) e as placas incubadas por 42 h a 28 °C. Tubos contendo 150 mL de caldo YPD
foram inoculados com duas a trés coldnias de S. boulardii e incubados sob agitacéo
(200 rpm) a 28 °C por 24 h. Cinquenta mililitros desse in6culo foram adicionados a 1 L
de caldo YPD, o cultivo foi mantido sob agitacdo de 200 rpm a 28 °C durante 48 h,
centrifugado a 4000 x g por 20 min a 4 °C e ressuspenso em solucdo salina 0,9% estéril

em um volume de 30 mL e armazenado a 4° C.

A concentracdo de S. boulardii, em UFC.mL™, foi determinada através de
diluicdo decimal do cultivo em solucéo salina (NaCl 0,9%) estéril e contagem em placas

contendo Agar YPD ap0s incubagdo das mesmas por 24 h a 28°C.
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S. Typhimurim

A cepa S. Typhimurium 8429 foi utilizada no experimento de desafio. S.
Typhimurium armazenada em glicerol a 20% a -80 °C foi cultivada em caldo Luria-
Bertani (LB) e o cultivo incubado a 37 °C, sob agitacdo de 200 rpm, por 18 h. Ap0s este
periodo, a pureza do cultivo foi avaliada através de esfregaco utilizando a coloragéo de
Gram e de semeadura por esgotamento em placas contendo Agar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD). Um mililitro do cultivo foi transferido para 19 mL de caldo LB e
incubado sob as mesmas condic@es iniciais, por 24 h. O cultivo foi centrifugado por 10
min a 1500 g e os pellets foram lavados trés vezes em salina tamponada fosfatada (PBS)
estéril, pH 7,4, e suspensos em 1 mL de solucdo salina (NaCl 0,9%) estéril. A DO da
solucdo foi ajustada a 1,0 em espectrofotdbmetro a 600 nm, e entdo diluida em série
decimal em solucdo salina a 0,9% estéril, e 0 nimero de células vidveis presentes em

cada diluicdo (UFC.mL™) foi determinado através de contagem em placas™.

8.1. Animais

No experimento de desafio foram utilizados camundongos BALB/c machos,
com 6 a 7 semanas de idade e peso variando entre 15-20 g. Os animais foram
provenientes e mantidos no Biotério Central da UFPel, em gaiolas apropriadas
(contendo 5 camundongos/gaiola), sob temperatura média de 22°C e ciclo de luz de 12 h
e foram alimentados com racdo PET especifica para roedores, sem antimicrobianos,
contendo ou ndo os probioticos S. boulardii e/ou esporos viaveis de B. Toyoi. Racdo e

agua foram fornecidas ad libitum.

Os camundongos que sobreviveram ao desafio sofreram eutanésia de acordo
com as normas internacionais e em consonancia com 0s principios éticos de

experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
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Apds a remocdo asséptica do intestino, figado e baco, os camundongos foram

congelados e entregues ao Biotério para posterior incineracao.

Meétodos
8.2. Preparo das racdes contendo os probioticos

Foi preparada uma formulacdo contendo amido de milho a 8% e racdo comercial
triturada isenta de quimioterapicos. A esta foram adicionados os probioticos S. boulardii
(10® UFC.g™) elou esporos viaveis de B. Toyoi (10” UFC.g™). Essas formulagdes foram
peletizadas e mantidas em estufa com circulacdo de ar forcada, permanecendo por 18 h
a temperatura de 40°C. Apo6s, a racdo foi armazenada sob refrigeracdo até a sua
administracdo™. A estimativa da concentracdo dos probidticos na racdo foi realizada a
cada 15 dias para assegurar a manutencdo da concentracdo dos mesmos na ragédo

fornecida aos animais **.

8.3. Efeito da administracéo associada dos probidticos S. boulardii e B. Toyoi sobre
a sobrevivéncia e a protecdo de camundongos contra a ocorréncia de colonizagao
intestinal, translocacao e lesGes intestinais ap6s desafio com S. Typhimurium

Para avaliar a capacidade de S. boulardii e B. Toyoi, administrados
associadamente a camundongos via oral, induzirem protecédo e inibi¢cdo ou reducdo da
colonizacdo intestinal, translocacdo de S. Typhimurium para outros érgdos e tecidos e

da ocorréncia de lesdes intestinais, um experimento de desafio foi realizado.

A dose de S. Typhimurium necessaria para provocar a morte de pelo menos 50%
da populacdo de camundongos (DL50), que foi utilizada neste estudo (5,17 log UFC),

foi a descrita por FRANCA®,
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Foram utilizados 40 camundongos, os quais foram divididos em 4 grupos
compostos de 10 animais cada, distribuidos conforme a seguir: (1): receberam os dois
probidticos (S. boulardii e B. Toyoi) adicionados a racéo, nas concentracdes de 8 e 7 log
UFC.g*, respectivamente; (2): receberam somente S. boulardii (8 log UFC.g%)
adicionado & racdo; (3): receberam somente esporos de B. Toyoi (7 log UFC.g™)

adicionados a racdo; (4): receberam racdo isenta dos probioticos.

Os camundongos tiveram dez dias para adaptarem-se a ra¢do contendo o(s)
probidtico(s) ou ndo, e as receberam durante todo o experimento. No 10° dia apds o
inicio da administracdo das racdes, os animais foram desafiados por gavagem com a
DL50 de S. Typhimurium (5,17 log UFC) e monitorados diariamente quanto a

sintomatologia e a ocorréncia de morte.

A protecdo contra colonizacdo intestinal de S. Typhimurium foi avaliada ap6s
eutanasia dos camundongos sobreviventes ap6s 10 dias do desafio, através de contagens

de células viaveis do patdgeno presentes nas fezes e intestino delgado.

Os orgaos como baco, figado e intestino foram coletados em condicGes
assépticas. Para a avaliacdo da ocorréncia de translocacdo, 2/3 do figado e do baco
foram macerados, suspensos em 1 mL de solucdo salina a 0,9% estéril e diluidos em
série decimal em solugdo salina. Apos, 100 pl das diluigdes foram adicionadas a placas
contendo Agar XLD e as placas foram incubadas a 37° C por 24 h para determinacao da

contagem em UFC.mL™.

Para a avaliacdo da ocorréncia de lesdo, 1/3 do figado e do bago e o intestino

delgado foram avaliados através de histopatologia.
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8.4. Analise histopatoldgica

As amostras do baco, figado e intestino coletadas em condigdes assépticas foram
submersas em formol tamponado 10%. Os fragmentos foram submetidos a técnica
histoldgica de rotina e coloragdo com método usual de hematoxilina-eosina. As laminas
com cortes histologicos foram avaliadas no Departamento de Histologia da UFPel

guanto a presenca ou auséncia de lesao.

Tratamento estatistico dos resultados

Andélise de variancia e teste de Tukey foram utilizados para determinar
diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos. Todas as analises estatisticas

foram realizadas no programa Statistix 7.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito da administracdo associada dos probidticos S. boulardii e B. Toyoi sobre a
sobrevivéncia e ocorréncia de lesGes intestinais em camundongos desafiados com S.
Typhimurium

O primeiro (Figura 1A) e o segundo (Figura 1B) desafios com S. Typhimurium
apresentaram resultados semelhantes, mas com diferencas nos valores das taxas de
sobrevivéncia. As taxas de sobrevivéncia dos animais alimentados com a ragéo
contendo o probiotico B. Toyoi, administrado individualmente ou em associa¢do com S.
boulardii (ambas de 90% no primeiro desafio e de 50 e 58,4%, respectivamente, no
segundo desafio) foram significativamente superiores (p< 0,05) as dos animais do grupo
controle (50% no primeiro desafio e 16,7% no segundo), e ndo apresentaram diferenca

significativa quando comparadas com as do grupo alimentado somente com S. boulardii
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(60% no primeiro desafio e 25% no segundo). Também ndo houve diferenca nas taxas
de sobrevivéncia entre os animais que receberam S. boulardii individualmente e os

animais do grupo controle, em ambos os desafios.

Os resultados das analises das secOes histopatoldgicas do intestino dos animais
que sobreviveram ao primeiro desafio corroboram com os resultados relativos a
sobrevivéncia, pois camundongos alimentados com B. Toyoi administrado
individualmente ou em associagdo com S. boulardii ndo apresentaram lesGes
histologicas, 10 dias apds o desafio. Somente os animais alimentados com a levedura,
bem como os animais do grupo controle apresentaram lesGes leves (40 e 34%,
respectivamente) a moderadas (ambos 34%) nas concentragdes de infiltrado leucocitéario
na submucosa e foliculos isolados. No segundo desafio também foram observadas
somente lesdes leves a moderadas nos intestinos dos animais sobreviventes de todos o0s
grupos. Porém, ndo houve diferenca significativa entre eles. Alteragdes patoldgicas
graves no intestino de camundongos infectados experimentalmente por S. Typhimurium

nao foram evidenciadas em ambos os desafios.

No presente estudo, a utilizacdo de S. boulardii e B. Toyoi, de forma associada,
foi utilizada como um método de potencializar seus efeitos e melhorar a eficacia destes
probiéticos em camundongos desafiados com S. Typhimurium. Os resultados
observados indicam que S. boulardii ndo protegeu 0os camundongos da morte induzida
por S. Typhimurium e da ocorréncia de lesdes intestinais e, consequentemente, nao
ocorreu sinergismo microbiano no presente estudo. Os resultados demonstraram
também que o probidtico B. Toyoi protegeu os animais da morte induzida pela infeccéo
com S. Typhimurium e da ocorréncia de lesdes e que o efeito obtido pela associa¢do
ocorreu, provavelmente, somente devido ao efeito do B. Toyoi, pois ndo houve

diferenga significativa nas taxas de sobrevivéncia e na porcentagem de camundongos
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que apresentaram lesdes intestinais apos desafio com o patdégeno quando o probidtico B.
Toyoi foi administrado individualmente ou em associacdo com S. boulardii, e houve
diferenca significativa nestes resultados entre animais destes grupos e animais do grupo

controle.

No segundo desafio (Figura B), o grupo de animais que foram alimentados
com B. Toyoi individualmente obtiveram um aumento nas taxas de sobrevivéncia de
aproximadamente trés vezes, quando comparado com camundongos do grupo controle.
Atribui-se a este aumento o fato de B. Toyoi apresentar-se na forma esporulada, a qual é
mais resistente que a célula vegetativa, passando pelo trato gastrointestinal sem sofrer
variagbes na sua estrutura'®.Além disso, B. Toyoi tem a capacidade de germinar em
nameros significativos na por¢cdo terminal do intestino, sendo que esta germinagdo
funciona como um probidtico convencional ou como um agente de exclusdo
competitiva™. Essa protecdo néo esta ligada somente a um antagonismo populacional.

Outros mecanismos, como a imunomodulago, estdo envolvidos®.

No estudo de Roos et al.'’

, onde o probidtico B. Toyoi foi avaliado como
método potencial para melhorar a eficacia da vacina contra BoHV-5, observou que o
uso deste probidtico foi capaz de modular a resposta imune de camundongos,
aumentando os niveis de IgG em aproximadamente 2 vezes, em média, em relacdo ao
grupo controle. Quando os linfocitos de camundongos foram expostos a diferentes
componentes de B. Toyoi (DNA, células, sobrenadantes ou conjunto), foi induzida a
expressdo de citocinas que sdo capazes de estimular naturalmente a diferenciacdo de
células T helper em Thl, Th2 ou Threg. Além disso, no grupo suplementado com B.
Toyoi, estimulado com o antigeno da vacina BoHV-5, foi observado niveis mais

elevados da expressdo de mMRNA, IFN-y, IL-12 e IL-10, de forma significativa (p<0,05),

qguando comparado com o grupo controle. O aumento da expressdao de mRNA de IL-10
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pode ter tido efeito estimulador nas células B, conduzindo o aumento dos niveis de

anticorpos observados no estudo.

Poucos estudos avaliaram o efeito protetor de B. Toyoi contra a infecgédo

causada por S. Typhimurium. Scharek-Tedin et al.'®

, Observaram que a suplementacao
de porcas e suas leitegadas com B. Toyoi (5,5 log UFC. g* e 5,94 log UFC. g™,
respectivamente) teve um impacto positivo sobre o estado de satde dos leitbes apds um
desafio com S. Typhimurium DT104 (9,48 log UFC), provavelmente devido a uma
resposta imune alterada marcada pela freqiiéncia reduzida de células T CD8 no sangue
periférico e no epitélio jejunal. Além disso, observaram que a eliminacdo de Salmonella

nas fezes foi significativamente menor no grupo alimentado com B. Toyoi, 25 dias apds

a infeccdo (p = 0.004).

Diversos estudos tem demonstrado que S. boulardii apresenta efeito protetor
contra a infeccdo causada por S. Typhimurium em camundongos. Martins et al.™?,
observaram que o efeito anti-inflamatério observado ndo é devido a um decréscimo no
namero de S. Typhimurium por S. boulardii ou a uma habilidade da levedura matar a
bactéria. Concluiram que a suplementacdo de S. boulardii modifica propriedades
invasivas da Salmonella, que a adicdo da levedura durante a infeccdo reduz em 50% a
invasdo por salmonelas e mantém a funcdo de barreira da monocamada epitelial, e que a
exposicao a levedura antes da infeccdo, amplifica significativamente o efeito benéfico,
onde a invasdo de Salmonella é completamente abolida e o processo inflamatorio é
cessado. Experimentos de microscopia eletrénica e confocal demonstraram que um dos
mecanismos através do qual S. boulardii exerce seu efeito protetor, é através da sua
adesdo a bactéria, e 0 menor nimero de bactérias em contato direto com a célula do

hospedeiro diminui ou inibe a cascata de sinalizagdo envolvida na ativagdo da resposta

inflamatoria.
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Recentemente, Martins et al.?°, investigaram os efeitos do tratamento com 8
log UFC de S. boulardii por gavagem, fornecida a camundongos 10 dias antes do
desafio intragastrico com 4 log UFC de S. Typhimurium (DL50), e constataram que 0
tratamento com S. boulardii reduziu significativamente a ativacdo de vias de
sinalizacdo, com consequente reducdo da inflamacao, manifestacGes clinicas, danos no
tecido e morte (aumentou a taxa de sobrevivéncia dos animais tratados de 40 para 70%

em relacdo ao grupo que ndo recebeu o probidtico).

As diferencas nas taxas de sobrevivéncia observadas nos dois desafios do
presente trabalho podem ter ocorrido devido a alteracdes nos métodos de producdo e
administracdo dos probioticos, na viabilidade da preparacdo e devido as condicGes do
hospedeiro e da microbiota intestinal, fatores passiveis de serem afetados em

experimentos com probioticos.

Efeito da administracdo associada dos probidticos S. boulardii e B. Toyoi sobre a
protecdo de camundongos contra a colonizacdo intestinal apds desafio com S.
Typhimurium

Com relacdo ao nivel populacional do patégeno nas fezes dos camundongos
que sobreviveram ao primeiro desafio, ndo houve diferenca significativa nas médias
entre os grupos. Dez dias ap6s o segundo desafio, foi observado que houve diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) entre o nivel populacional do patdgeno nas fezes
dos animais alimentados com a associacéo probidtica (1,65 log UFC. g de fezes) e o0s
animais do grupo controle (1,10 log UFC. g* de fezes). Nos grupos que receberam as

ragcBes com os probiéticos individualmente, observou-se auséncia de S. Typhimurim nas
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fezes, havendo, dessa forma, diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) no nivel

fecal do patdgeno entre os animais destes grupos e 0s dos grupos controle e associacgao.

A excrecdo de S. Typhimurium observada nas fezes de camundongos que
sobreviveram ao desafio no presente estudo, dez dias apds o desafio, é decorrente da
sobrevivéncia do patégeno no intestino, apés as etapas de colonizacdo e invasdo de
enterdcitos e linfonodos mesentéricos. A auséncia do patdgeno nas fezes dos animais
dos grupos alimentados com S. boulardii e B. Toyoi isoladamente demonstra que
ocorreu uma eliminacdo passiva do patdégeno pelos animais, e pode ser resultado da
exclusdo competitiva exercida por eles, reduzindo o nimero de células viaveis do
patégeno na luz do intestino. Nogueira et al.”*, ao avaliarem o efeito da administracéo
dos probioticos Bifidobacteterium, Enterococcus, Lactobacilus e S. boulardii
adicionados a ragdo de suinos, observaram que ambos 0s grupos apresentaram elevadas
frequencias de excregdo, ndo sendo observada diferenca entre eles. Estudos anteriores
relatam efeitos positivos do uso de probidticos para protecdo de suinos contra infeccdo
por Salmonella. Casey et al.?’, forneceram leites adicionados de culturas de
Lactobacillus e Pediococcus a leitdes desmanados e observaram menor ocorréncia de
diarréia e menores contagens fecais da S. Typhimurium que tinha sido inoculada. Por

outro lado, Szabd et al.®

, 3o obtiveram 0 mesmo sucesso, observando tendéncia de
maior excre¢cdo de Salmonella em leitdes tratados com uma cepa de Enterococcus
faecium. Segundo Callaway et al.?*, resultados mais promissores sdo obtidos quando o
probidtico é administrado a animais mais jovens, que, por estarem em fase de
modificagdo da microbiota intestinal, sdo mais facilmentes colonizados pelas cepas
probidticas. Dessa forma, resultados mais promissores no presente estudo poderiam ter

sido alcancados se os probioticos tivessem sido administrados em camundongos mais

jovens ou tdo logo ao nascer.
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Com relacdo a persisténcia intestinal de S. Typhimurium no intestino de
camundongos desafiados, no estudo realizado por Martins et al.?’, foi observado que
animais tratados com a levedura reduziram o numero de S. Typhimurium no intestino.
Os autores atribuiram esse resultado ao fato da levedura S. boulardii ligar-se ao
patdgeno, reduzindo o nimero de bactérias associadas ao epitelio intestinal, diminuindo,

consequentemente, a colonizagao.

Com relacdo a populacéo de S. Typhimurium encontrada em fezes de animais

1., concluiram

tratados com S. boulardii e desafiados em outros estudos, Rodrigues et a
que a protecdo contra esta bactéria, obtida em camundongos convencionais e
gnotobidticos associada com S. boulardii, ndo € devido a reducdo da populacéo
bacteriana no intestino, pois as contagens de S. Typhimurium foram elevadas nas fezes
(10 log UFC. g*%) e permaneceram elevadas até a morte ou sacrificio dos animais.

Martins et al.?®

, também tiveram a mesma conclusdo, pois as contagens de S.
Typhimurium nas fezes de camundongos gnotobidticos permaneceu elevada (8 a 9 log
UFC. g* de fezes), tanto em camundongos tratados quanto em ndo tratados com a
levedura, resultado similar ao encontrado em outro estudo de Rodrigues et al.?’. E

Martins et al.?

, também concluiram que os efeitos observados ndo foram associados a
um antagonismo bacteriano, pois 0 nimero de salmonelas nas fezes permaneceu o
mesmo na presenca ou auséncia da levedura.

No presente estudo, embora ndo tenha sido observada a presenca de S.
Typhimurium nas fezes dos animais alimentados somente com S. boulardii, dez dias
apos o desafio, foi observada a presenca de lesdes leves e moderadas no intestino destes
animais, o que demonstra que o patdégeno ndo foi totalmente eliminado por S. boulardii

e concorda com as conclusdes acima. Filho-Lima et al.?®, ao avaliaram a associacdo

entre S. boulardii (10 mg a cada 2 dias), Lactobacillus acidophilus e Escherichia coli (8
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log UFC de cada bactéria, intragastricamente), por 10 dias, sobre a protecdo contra
desafio intragastrico com 8 log UFC de S. Typhimurium em camundongos livres de
germes, também observaram que S. Typhimurium colonizou o trato digestivo e
continuou presente em altos niveis nas fezes (8 log UFC g*) dos camundongos do
grupo experimental assim como nas fezes dos animais do grupo controle. Resultado
semelhante foi observado no presente estudo, onde S. Typhimurium foi observada nas
fezes dos animais alimentados com a associacdo dos probidticos em concentragdes
elevadas, quando comparadas aos demais grupos (aproximadamente 1,7 log UFC).
Entretanto, o fato das contagens nas fezes dos animais do grupo alimentado com a
associacdo probiotica terem sido estatisticamente superiores as encontradas nos grupos
que receberam os probioticos isoladamente e grupo controle, dez dias apds o segundo
desafio, sugere uma interferéncia negativa na acdo entre os probioticos, quando
administrados concomitantemente, sobre a persisténcia intestinal do patdgeno.
Resultados semelhantes foram observados ao avaliar a presenca de S.
Typhimurium no figado dos animais que sobreviveram ao segundo desafio (dez dias
apos) no presente estudo, pois animais do grupo alimentado com a associa¢do probiotica
apresentaram niveis estatisticamente superiores do patégeno no figado, quando
comparados aos que receberam os probioticos isoladamente. Estes resultados também
sugerem a ocorréncia de um efeito antagdnico entre os dois probidticos sobre a
translocacdo deste patdgeno para o figado e pode ter interferido negativamente sobre a
sobrevivéncia dos animais alimentados com a associacdo dos probidticos apds o
desafio, embora ndo tenha reduzido a taxa de sobrevivéncia obtida. J& no baco, nédo
houve diferenca significativa entre o grupo tratado com a associa¢do probiotica e 0s

demais grupos.
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Com relacdo ao nivel populacional do patdégeno no intestino dos
camundongos que sobreviveram aos dois desafios, ndo houve diferenca significativa nas

médias entre 0s grupos.

8.7. Efeito da administracdo associada dos probioticos S. boulardii e B. Toyoi
sobre a protecdo contra translocacdo de S. Typhimurium para o figado e baco

de camundongos apos o desafio

Ao avaliar a ocorréncia de translocacdo bacteriana dez dias ap6s o primeiro
desafio, foram observados maiores niveis populacionais de S. Typhimurium no figado
de camundongos tratados com a associacdo probidtica (2,06 log UFC.mL™) e dos
animais do grupo controle (2,78 log UFC.mL™), ndo havendo diferenca significativa
entre eles. Niveis populacionais estatisticamente inferiores (p<0,001) aos obtidos no
figado de animais do grupo associacdo e controle foram encontrados nos animais
tratados com a levedura (0,24 log UFC.mL™) e com o B. Toyoi (0,21 log UFC.mL™)
isoladamente, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa nestes niveis entre
eles (Figura 4A). No mesmo periodo, foi avaliada a translocacdo bacteriana para o baco,
onde foram encontrados niveis populacionais semelhantes em camundongos do grupo
controle (2,17 log UFC.mL™) e do grupo associacdo (1,55 log UFC.mL™). Niveis
populacionais estatisticamente inferiores (p<0,001) aos obtidos no baco de animais do
grupo controle foram encontrados nos animais tratados com a levedura (0,14 log
UFC.mL™) e com o B. Toyoi (0 log UFC.mL™) individualmente (Figura 4B). Porém,
entre os grupos que receberam S.boulardii e B. Toyoi individualmente e o grupo

associacao probiotica ndo houve diferenca significativa.
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Ao avaliar a presenca de S. Typhimurium no figado dos animais que
sobreviveram ao segundo desafio (dez dias ap6s) no presente estudo, pois animais do
grupo alimentado com a associacdo probidtica apresentaram niveis estatisticamente
superiores do patégeno no figado, quando comparados aos que receberam o0s
probidticos isoladamente. Estes resultados também sugerem a ocorréncia de um efeito
antagbnico entre os dois probioticos sobre a translocacéo deste patdgeno para o figado e
pode ter interferido negativamente sobre a sobrevivéncia dos animais alimentados com
a associacdo dos probioticos apds o desafio, embora ndo tenha reduzido a taxa de
sobrevivéncia obtida. J& no baco, ndo houve diferenca significativa entre o grupo tratado

com a associagao probidtica e os demais grupos.

Alguns estudos também observaram que S. boulardii protege animais da

translocacdo de salmonelas para outros érgdos. Martins et al.'®

, Observaram que o
tratamento com S. boulardii inibiu a translocacdo da bactéria para o figado, apds desafio
com S. Typhimurium em camundongos, e ndo induziu modifica¢des inflamatorias
significativas no parénquima hepatico, o qual apresentou sua arquitetura lobular normal,

e no coélon de camundongos infectados. Martins et al.?°

, observaram que no grupo
controle, a translocacdo bacteriana pode ser observada a partir de 5 d.p.i. e persiste até o
dia 15 no figado. Observaram também que S. boulardii preveniu a translocacdo de S.
Typhimurium, protegeu camundongos de lesbes hepaticas e reduziu os niveis de
citocinas inflamatorias e a ativacdo de vias de sinalizacdo envolvidas na ativacdo da
inflamacéo induzida por S. Typhimurium, apés o desafio com esta bactéria, com
conseqiente reducdo da inflamagdo, manifestagdes clinicas, dano tecidual e morte. Os
autores atribuem estes resultados, ao menos em parte, a ligacdo da bactéria a levedura,

diminuindo o namero de bactérias livres capazes de se ligar a células epiteliais, e

consequentemente a translocacdo. Observaram, também, que a administracdo da



75

levedura seis dias ap0s a infeccdo por Salmonella foi eficaz na reducdo do nimero de
mortes, sugerindo que S. boulardii pode ser benéfica como adjuvante no tratamento de

pacientes com febre tiféide, mesmo quando administrada apds o inicio da doenca.

Generoso et al.?°, observaram que o tratamento oral com células viaveis de
S. boulardii ou com células mortas pelo calor mantiveram a integridade intestinal e
modularam o sistema imune em um modelo de obstrucéo intestinal murino, prevenindo

a translocacao bacteriana e lesdes intestinais.

A interferéncia negativa entre S. boulardii e B. Toyoi sugerida no presente
estudo, ndo se deve a um efeito antagbnico quanto a sobrevivéncia ao trato
gastrointestinal (TGI) dos camundongos, visto que, em outro estudo do nosso grupo®, o
qual avaliou a associacao entre os probidticos S. boulardii e B. Toyoi sobre a resposta
imune humoral e celular em camundongos, foi observado que ambos 0s probidticos
avaliados individualmente (S. boulardii = 69,5% e B. Toyoi = 85,3%) e em associa¢do
(S. boulardii = 59,5% e B. Toyoi = 79,2%) apresentaram taxas de sobrevivéncia ao TGI
de camundongos elevadas e semelhantes, 24 h apds a administracdo. Esses resultados
indicam que os dois probioticos administrados simultaneamente sdo capazes de resistir
as condicdes do TGI de camundongos e chegar viaveis, metabolicamente ativos e em
quantidades adequadas ao seu local de acdo®' e que outros fatores, como a propriedade
de S. boulardii ligar-se a bactérias pode ter sido responsavel pelo efeito antagbnico entre

a levedura e B. Toyoi, no presente estudo.

No estudo de Castelli*®, apesar de n&o ter ocorrido diferenca significativa
entre as taxas de sobrevivéncia entre os probidticos, B. Toyoi, o qual foi acrescentado 1

log a menos nas ragdes do que S. boulardii, apresentou uma taxa de sobrevivéncia ao
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TGl 25,8% maior, nas primeiras 24 h, devido, provavelmente, ao fato de ser

administrado na forma de esporo, a qual é mais resistente do que a célula vegetativa.

Alguns estudos avaliaram os efeitos da associacdo entre probidticos sobre a
infeccdo causada por S. Typhimurium e demonstraram efeitos sinérgicos. Outros néo.
Em um estudo, camundongos que receberam uma mistura de trés cepas de Lactobacillus
acidophilus mortas pelo calor, via oral, por sete dias antes do desafio oral com
S. Typhimurium, apresentaram menores taxas de invasdo de salmonelas no figado e
baco do que os animais do grupo controle. Os autores sugerem que este efeito pode ser
devido a ativagdo do sistema imune e ndo a aderéncia dos probioticos ao epitélio

intestinal®.

CONCLUSOES

Concluiu-se, com o presente trabalho, que, como S. boulardii ndo protegeu 0s
camundongos da morte induzida por S. Typhimurium e da ocorréncia de lesdes
intestinais, ndo foi possivel avaliar a ocorréncia de sinergismo entre os dois micro-
organismos avaliados. Entretanto, S. boulardii, assim como B. Toyoi, isoladamente e
em conjunto, reduziram a eliminagcdo de S. Typhimurium pelas fezes e preveniram a
translocacdo do patdgeno para o figado dos camundongos que sobreviveram ao desafio
e B. Toyoi protegeu os animais da morte induzida pela infecgdo com S. Typhimurium e
da ocorréncia de lesdes intestinais. Novos estudos serdo realizados para avaliar os
efeitos da associacdo destes probioticos frente ao desafio com S. Typhimurium e para
avaliar as causas do efeito antagdnico apresentado entre eles sobre a persisténcia deste

patdgeno nas fezes dos animais e sobre a translocagéo para o figado.
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Figuras 1. Médias dos percentuais de camundongos desafiados com 5,17 log UFC de S.
Typhimurium que sobreviveram ao primeiro (A) e segundo (B) desafios. Os animais
foram alimentados 20 dias (a partir de 10 dias antes do desafio) com racdes contendo S.
individualmente ou em associacéo,
concentraces 8 e 7 log UFC.g™', respectivamente. Animais do grupo controle
receberam racdo comercial sem probioticos. Letras diferentes representam diferengas
significativamente estatisticas (p<0,05) entre as taxas de sobrevivéncia (d.p.i: dias apds

boulardii

infeccdo).
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