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Influéncia do Consumo de Iogurte Probidtico na Microbiota Intestinal

Influence of the Consumption of Probiotic Yoghurt on Intestinal Microbiota
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Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar a microbiota fecal de individuos antes e apds o consumo de iogurte probidtico. Para isso, 21 individuos
foram aleatoriamente divididos em 2 grupos. Os voluntarios seguiram a dieta habitual durante 15 dias, seguida por um periodo de 30 dias de
ingestdo dos iogurtes. Um grupo consumiu diariamente, durante 4 semanas, 100 mL de iogurte probiotico € o outro, 100 mL de iogurte sem
adicao da cultura probidtica. Ao final de cada um dos dois periodos de experimenta¢do os individuos coletaram suas fezes em recipientes
esterilizados para analises. Foram avaliados os seguintes microrganismos: aerobios e anaerobios totais, Enterococcus sp., Lactobacillus sp.,
Bifidobacterium sp., enterobactérias e Bacteroides sp. Os resultados obtidos para os dois grupos, nos diferentes periodos foram comparados
utilizando-se teste ndo paramétrico de Wilcoxon. O consumo do iogurte probidtico foi eficiente na modulagdo da microbiota intestinal dos
voluntarios. As populacdes de Bifidobacterium e Lactobacillus aumentaram nas fezes dos individuos apos a ingestdo do iogurte contendo
probioticos. Em relagdo as bactérias potencialmente patogénicas, a populagao de Bacteroides aumentou para o grupo probiotico, durante o tempo.

Palavras-chave: logurte. Probiotico. Microbiota fecal.
Abstract

The objective of the present study was to evaluate the fecal microbiota of individuals before and afier consumption of probiotic yoghurt. For this, 21
individual were randomly divided in 2 groups. Volunteers followed their usual diet for 15 days followed by a period of 30 days of yoghurts ingestion.
One group consumed diary, during 4 weeks, 100 mL of probiotics yoghurt and another, 100 mL of yogurt without the addition of the probiotic
culture. At the end of each two periods of trial, volunteers collected their feces in sterile recipient for analysis. They were evaluated for the following
microorganisms: total aerobic and anaerobic bacteria, Enterococcus sp., Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp., Enterobacteria and Bacteroides sp.
The results obtained for two groups in different periods were compared using nonparametric Wilcoxon test. Consumption of probiotic yogurt was
efficient in the modulation of intestinal microbiota of the volunteers. Bifidobacterium and Lactobacillus populations had increased in feces after
ingestion of probiotic yoghurt. About the potentially pathogenic bacteria, Bacteroides populations had increased, for probiotic group, during the time.
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atravessa o trato gastrintestinal. Existe cooperac@o sinérgica
entre os microrganismos residentes e o hospedeiro, formando
uma barreira funcional, denominada resisténcia a colonizagao,
que protege o intestino da colonizacdo por microrganismos
exogenos e de seus efeitos patogénicos’.

A microbiota intestinal ¢ benéfica para o individuo quando
diferentes espécies vivem em simbiose®. Algumas bactérias
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1 Introducao

O intestino humano ¢ composto por 3 componentes
permanentemente em contato e interagao: as células do hospedeiro,
os nutrientes e a microbiota'. A microbiota intestinal ¢ composta
de varios microrganismos aerdbios, anaerobios e facultativos,
que vivem simbioticamente no trato digestivo do ser humano?.

Este ecossistema ¢ composto por duas classes de
microrganismos: da microbiota enddgena, que vive aderida
as membranas mucosas do trato digestivo, e exogena, que

que compdem a microbiota sdo sempre benéficas, sendo as
bifidobactérias ¢ os lactobacilos os principais representantes
desse grupo’. Outras bactérias possuem fatores de viruléncia e
podem causar dano a célula intestinal e ter comportamento de
comensal, tornando-se patogénicas, em condi¢des propicias,
como o Clostridium sp.!

A complexa composi¢do da microbiota intestinal ¢
relativamente estavel em individuos saudaveis, sendo que o
seu desequilibrio pode resultar na proliferagdo de patdgenos,
com consequente infecgdo bacteriana®. Essa microbiota, quando
desbalanceada, pode ser responsavel por alteragdes como diarréia
associada a infecgdes ou ao tratamento por antibidticos, alergia
alimentar, eczema atopico e doencas inflamatorias intestinais.
Sendo assim, a corregao das propriedades da microbiota autoctone
em desequilibrio constitui-se a base da terapia por probidticos’?.

Sanders’ definiu probidticos como culturas puras ou mistas
de microrganismos vivos que, quando aplicadas aos animais ou
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ao homem, tém efeitos benéficos ao hospedeiro, promovendo
o balango da microbiota intestinal. Atualmente, a defini¢do
mais aceita ¢ a de que probidticos sdo microrganismos vivos
que, quando administrados em doses adequadas, conferem
beneficios a satide do hospedeiro!’

Dentre os beneficios a saude do hospedeiro atribuidos
a ingestdo de culturas probidticas destacam-se: controle da
microbiota intestinal; estabilizacao da microbiota intestinal apos
o uso de antibidticos; promocao da resisténcia gastrintestinal
a colonizagdo por patodgenos; diminuicdo da populagdo de
patogenos através da produgdo de acidos acético e latico,
de bacteriocinas e de outros compostos antimicrobianos;
promogao da digestdo da lactose em individuos intolerantes a
lactose; estimulagdo do sistema imunologico!'.

Trés possiveis mecanismos de atuagdo dos probiodticos
foram descritos por Fuller'’, o primeiro a supressdo do ntimero
de células viaveis por meio da producdo de compostos com
atividade antimicrobiana, pela competi¢do por nutrientes e
competicdo por sitios de adesdo; o segundo mecanismo se
refere a alteragdo do metabolismo microbiano, pelo aumento
ou diminuigdo da atividade enzimatica; e o terceiro relaciona-
se ao estimulo da imunidade do hospedeiro, pelo aumento nos
niveis de anticorpos e atividade de macrofagos.

Um microrganismo probidtico deve, sobreviver as
condi¢des adversas do estdmago e colonizar o intestino,
mesmo que temporariamente, por meio da adesdo ao
epitélio intestinal®'® para que os efeitos benéficos sejam
observados. Os probidticos s6 apresentam efeitos bioldgicos
no ambiente intestinal se atingirem populagdo minima de
células vidveis'*?. A dose minima diaria da cultura probidtica
considerada terapéutica é de 10% a 10° UFC correspondente ao
consumo de 100g de produto que contenha 10°a 10" UFC/g.?".

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do consumo de
iogurte contendo o microrganismo probiotico Bifidobacterium
animalis na microbiota intestinal de individuos saudaveis.

2 Material e Método

Dois tipos de iogurtes comerciais foram adquiridos, um
contendo microrganismos probidticos e outro, ndo. Esses
iogurtes foram separados em garrafas plasticas com tampa,
esterilizadas, com capacidade para 1000 mL, contendo as
informagdes sobre validade ¢ quantidade a ser ingerida. A
cada 7 dias, uma garrafa foi entregue a cada individuo que
participou do teste. Os voluntarios receberam, juntamente
com o iogurte, um copo medida para que fosse ingerida,
diariamente quantidade de 100 mL.

O estudo realizado foi duplo cego, controlado por placebo,
com duragdo de 45 dias. Pessoas que freqiientam a Unopar,
na faixa de idade entre 18 e 60 anos foram selecionadas como
voluntérias. Durante o periodo de pré-ingestdo, os individuos
consumiram a dieta habitual e no periodo de ingestdo, os
individuos foram aleatoriamente divididos em 2 grupos,
com 10 e 11 pessoas. Além da dieta habitual, um grupo (1)
consumiu diariamente 100 mL de iogurte probidtico (contendo
Bifidobacterium animalis), enquanto o outro (2) consumiu
diariamente 100 mL de iogurte sem adi¢ao da cultura probidtica,
ambos por periodo de 4 semanas® (tabela 1).

Tabela 1: Protocolo experimental do trabalho

Grupos Pré-ingestio Ingestio
P (15 dias) (30 dias)
1 Dieta habitual ~ Dieta habitual + iogurte probidtico

Dieta habitual + iogurte sem

2 Dieta habitual o
probidtico

Ao final de cada periodo de experimentacdo os individuos
coletaram suas fezes em recipientes esterilizados, que foram
estocados em jarras de anaerobiose® a— 80 °C, por, no maximo
15 dias, até o momento das analises*

Diluigoes seriadas foram preparadas com agua peptonada
0,1% e as enumeracdes foram realizadas utilizando meios de
cultura seletivos da marca ACUMEDIA (EUA): Enterococcus
sp. (agar KF Streptococcus - 37 °C/48h, anaerobiose)?,
Lactobacillus sp. (dgar MRS - 37 °C/48h, anaerobiose)*,
Bifidobacterium sp. (agar Bifidobacterium medium 25 -
BIM-25, 37 °C/72 h, anaerobiose)”’, Enterobactérias (agar
MacConkey - 37 °C/48h, anaerobiose)?, Bacteroides sp.(agar
BBE - 37 °C/72 h, anaerobiose)®, Aerdbios totais ( agar para
contagem padrdo - 37°C/48h, aerobiose)*’, Anaerdbios totais
(agar para contagem padréo - 37°C/48h, anaerobiose) .

Para se comparar os diferentes tempos utilizou-se o teste
ndo paramétrico de Wilcoxon para amostras dependentes.
Para a comparacao de diferentes grupos, foi utilizado o teste
ndo paramétrico de Wilcoxon para amostras independentes.
As variaveis foram expressas na forma de logaritmo®'.

3 Resultados e Discussao

As médias das populagoes (log UFC/g) de Enterococcus
sp., enterobactérias, aerobios e anaerdbios totais, Bacteroides
sp., Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp., nos periodos de
pré-ingestao e pds-ingestao sdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2: Médias das populagdes (log UFC/g) de microrganismos
nas amostras de fezes, nos periodos de pré-ingestio e pos-ingestio
dos iogurtes

Média (log UFC/g de fezes)
Grupo controle Grupo probiético

Microrganismo (n=11) (n=10)
Pré- Pos- Pré- Pos-
ingestdo ingestdo ingestio ingestao

Enterococcus sp. 6,85 6,77 5,97 6,91
aerdbios totais 6,61 6,95 6,27 7,22
enterobactérias 5,64 5,14 4,69 5,39
anaerdbios totais 7,39 7,05 6,21 7,64
Bacteroides sp. 6,53 6,65 5,70 7,03
Bifidobacterium sp. 8,26 7,24 6,91 7,86
Lactobacillus sp. 6,64 5,43 6,30 6,97

A populagdo de Enterococcus se manteve constante
(p>0,05), durante o tempo, para o grupo controle. Para o grupo
que recebeu o iogurte contendo probidtico, embora ndo tenha
sido verificada diferenca estatistica durante o tempo (p>0,05),
foi observado o aumento de aproximadamente um ciclo
logaritmico na populag@o desse microrganismo (tabela 2).

O género Enterococcus estd amplamente presente na
natureza e faz parte do grupo das bactérias acido laticas.
Algumas bactérias do género sdo usadas como probidticos®,
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tais como o E. faecium ¢ o E. faecalis. No Brasil, a ANVISA™®
jainclui o E. faecium na lista dos microrganismos probioticos.

Analisando-se os resultados obtidos na contagem total de
bactérias aerdbias, foi possivel observar que as populagdes
desses microrganismos mantiveram-se constantes para os dois
grupos, durante os diferentes periodos de analise, apesar do
aumento ndo significativo (p>0,05) que pode ser observado
na populagdo para o grupo probidtico. Sendo que o mesmo
comportamento foi verificado para as enterobactérias (tabela
2), grupo de microrganismos que faz parte das bactérias
aerobias totais. Esses resultados sdo importantes, uma vez que
a maioria das infec¢des endogenas ¢ causada por este grupo®.
As enterobactérias apresentam uma gama de fatores de
viruléncia comprovados e potenciais, sendo, a maioria deles,
expressos pelas variedades patogénicas de E.coli, Shigella,
Salmonella e Yersinia®. Aumento nessas popula¢des poderia
levar a ocorréncia de infecgOes intestinais e extra-intestinais.

Os anaerdbios sdao microrganismos predominantes na
microbiota fecal humana, perfazendo contagem acima de
99% do total de microrganismos*. Pode-se observar, na tabela
2, que, no periodo de pré-ingestdo para o grupo controle, a
populacgao de anaerdbios totais € constante, comparando-se com
a pos-ingestdo para este mesmo grupo. No grupo probiotico,
a populacdo desses microrganismos apresentou aumento de
1,2 ciclos logaritmicos apds a ingestdo do iogurte contendo
0s microrganismos probioticos, sendo que esse aumento foi
estatisticamente significativo (p <0,05) para esse grupo.

Dentre os géneros que fazem parte do grupo dos anaerobios
totais encontram-se Bacteroides sp e Bifidobacterium sp. Sabe-
se que espécies pertencentes ao género Bacteroides podem estar
envolvidas em processos inflamatdrios de doengas intestinais®”.
Nos tltimos anos a espécie B. fragilis tem sido reconhecida
como principal patdgeno anaerdbio em infecgdes endogenas
humanas®. Neste trabalho, a populagio de bacteroides manteve-
se constante nas fezes dos individuos pertencentes ao grupo
controle. Ao contrario do que se esperava, para o grupo tratado
com iogurte probidtico observou-se aumento significativo
(p<0,05), de aproximadamente 1,3 ciclos logaritmicos (tabela
2). Resultados diferentes foram observados por Bedani®!, que
verificou diminui¢ao na populagao de bacterdides nas fezes de
camundongos que ingeriram “iogurte” de soja complementado
com o microrganismo E. faecium, em comparagdo com animais
que nao foram tratados com o probiotico.

Quando foram avaliadas as populacgdes de Bifidobacterium,
verificou-se que houve, para os grupos controle e probidtico,
diminui¢do e aumento, respectivamente, do ciclo logaritmico
(tabela 2). E importante ressaltar que somente o aumento
da populagdo, para o grupo controle, foi estatisticamente
significativo (p<0,05). Esse resultado mostra que o
microrganismo probidtico presente no iogurte, Bifidobacterium
animalis, foi capaz de colonizar o intestino dos individuos
pertencentes ao grupo probidtico, permanecendo viavel.

O aumento na populagdo de Bifidobacterium sp na
microbiota fecal dos individuos que ingeriram iogurte probiotico
¢ considerado fator positivo para a saude do hospedeiro, sendo,
em geral, um dos pontos relevantes observados na maioria
da literatura consultada®. Muitos aspectos positivos tém sido
atribuidos a este género®. As bifidobactérias sdo prevalentes no
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intestino e podem prevenir a colonizagdo deste por bactérias
patogénicas®. Estudos revelam que o aumento de bifidobactérias
intestinais pode representar efeitos benéficos para o hospedeiro,
como a producdo de acidos graxos de cadeia curta, reducdo do
pH intestinal, diminui¢ao dos produtos de putrefagdo, inibi¢ao
do crescimento de patogenos e imunomodula¢do*!#2,

Na tabela 2, pode-se observar que ocorreu diminui¢ao
de aproximadamente 1 ciclo logaritmico na populacdo de
Lactobacillus para o grupo controle e aumento de 0,5 ciclo
logaritmico, para o grupo probidtico. Apesar dessas variagdes nao
terem sido estatisticamente significativas (p>0,05), esse pequeno
acréscimo para o grupo probidtico € satisfatorio, uma vez que sao
varias as evidéncias que demonstram ou sugerem que essas bactérias
colaboram para o bem-estar do homem através de mecanismos,
tais como, aumento da resisténcia a coloniza¢do, implementagao
de defesas imunoldgicas, producdo de vitaminas, inativagdo de
substancias cancerigenas e transformac@o de colesterol ao nivel
da mucosa intestinal®>. Estudo? observou que camundongos
que ingeriram suspensdo de cultivo puro do microrganismo
probidtico E. faecium e os pertencentes ao grupo que recebeu
“logurte” de soja fermentado com E. faecium apresentaram
maiores populagdes de Lactobacillus sp, quando comparados
com camundongos que ndo foram tratados com o probidtico.

O fornecimento de bactérias probidticas para a alteragao
da microbiota intestinal estabelecida em criangas e individuos
adultos ¢ processo mais complexo do que se supunha, pois,
estes microrganismos tém se deparado com a estabilidade
do ecossistema intestinal. Porém, uma vez que os nichos
ecologicos do trato gastrintestinal estejam ocupados por
comunidades bacterianas que se autorregulam, tornam-
se extremamente dificeis a adesdo de nova bactéria neste
sistema. E importante ressaltar que estudos com probidticos
tém mostrado que, apesar da aderéncia ao trato gastrintestinal,
sua permanéncia ocorre apenas enquanto a suplementagdo €
mantida®, sendo necessaria a ingestao diaria recomendada.

4 Conclusao

O iogurte contendo o microrganismo probidtico
Bifidobacterium animalis, apesar de ter propiciado aumento
nas populagdes de Bifidobacterium sp, Lactobacillus sp e
Enterococcus sp, ndo foi eficiente nareducdo das populagdes de
enterobactérias. Além disso, bactérias do género Bacteroides
parecem ter sido estimuladas também pelo microrganismo
probiodtico. No grupo controle, pode-se observar que, apesar
de ndo significativa estatisticamente, houve diminuigao
do ciclo logaritmico nas populagdes de Lactobacillus e de
Bifidobacterium, durante o tempo. Estudos adicionais devem
ser realizados, testando-se outros probiodticos e pesquisando-
se mais espécies bacterianas.
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