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RESUMO

A contagem de probiéticos nas fezes mostra-se efi-
ciente paraavaliararesisténcia dos microrganismos
ao trato gastrointestinal. Técnicas de plaqueamen-
to em meios seletivos favorecem a identificagdo e
quantificacdo das bactérias por plaqueamento tra-
dicional. O 4gar MRS com vancomicina e verde de
bromocresol (LAMVAB) é um meio de cultura seleti-
vo para o isolamento de lactobacilos em fezes, po-
rém, algumas espécies de cocos e as leveduras ndo
estdo incluidas em seu espectro de inibigdo. Por
outro lado, fluconazol é um antiftingico com amplo
espectro de agdo. Assim, objetivou-se desenvolver
meio de cultura LAMVAB modificado pela adigdo
de fluconazol a fim de aumentar a seletividade do
mesmo e eliminar a interferéncia na quantificagdo
de Lacticaseibacillus rhamnosus GG em ensaios in
vivo com ratos Wistar. L. rhamnosus GG foi adicio-
nado ao suco de abacaxi com jugara que foi manti-
do a 8 °C por 28 dias. O estudo in vivo foi conduzido
com 2 grupos experimentais de ratos agrupados em
dieta basal (G1) e dieta basal e 1,0 mL/dia de suco
probiético (G2). Os grupos foram avaliados quanto a
quantificacdo de L. rhamnosus GG em amostras fe-
cais. Colonias tipicas de L. rhamnosus GG em &gar
LAMVAB modificado se apresentaram cremosas, re-
gulares e levemente amareladas. Durante a cultura
das fezes em meio LAMVAB, col6nias de leveduras
foram isoladas, apresentando-se morfologicamen-
te semelhantes as coldnias de lactobacilos, preju-
dicando a quantificacao e diferenciacdo da bactéria
probiética em estudo. A adi¢do de 20 mg/L de fluco-
nazol ao meio de cultura aumentou sua seletivida-
de, eliminando a interferéncia na analise. A escolha
deste antiflingico se deve ao seu excelente espectro
de acdo em relacdo a espécie Candida sp. A conta-
gem do probiético nas amostras fecais apresentou
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média de 5,7 Log de UFC/g de fezes. Portanto, os resultados sugerem que o meio LAMVAB modificado
desenvolvido é seletivo e eficiente na caracterizagdo de L. rhamnosus GG em amostras fecais.

PALAVRAS-CHAVE

Contagem. Probiético. Resisténcia gastrointestinal.

ABSTRACT

Counting probiotics in feces is efficient for evaluating the resistance of microorganisms to the
gastrointestinal tract. Plating techniques on selective media favoring the identification and quan-
tification of bacteria by traditional plating. MRS agar with vancomycin and bromocresol green (LA-
MVAB) is a selective culture medium for the isolation of lactobacilli in feces, however, some cocci
species and varieties are not included in its restriction spectrum. On the other hand, fluconazole is
an antifungal with a broad spectrum of action. Thus, the objective was to develop LAMVAB culture
medium modified by the addition of fluconazole in order to increase its selectivity and eliminate
interference in the quantification of Lacticaseibacillus rhamnosus GG in in vivo assays with Wistar
rats. L. rhamnosus GG was added to pineapple and jugara juice that was kept at 8 °C for 28 days.
The in vivo study was conducted with 2 experimental groups of rats grouped on a basal diet (G1)
and a basal diet and 1.0 mL/day of probiotic juice (G2). The groups were evaluated regarding the
quantification of L. rhamnosus GG in fecal samples. Typical L. rhamnosus GG colonies on modified
LAMVAB agar are creamy, regular, and slightly yellowish. During the culture of feces in LAMVAB
medium, yeast colonies were isolated, appearing morphologically similar to lactobacilli colonies,
impairing the quantification and differentiation of the probiotic bacteria under study. The addition
of 20 mg/L of fluconazole to the culture medium increased its selectivity, eliminating interference
in the analysis. The choice of this antifungal is due to its excellent spectrum of action in relation to
the Candida sp species. The probiotic count in fecal samples showed an average of 5.7 Log CFU/g
of feces. Therefore, the results suggest that the developed modified LAMVAB medium is selective
and efficient in characterizing L. rhamnosus GG in fecal samples.
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RESUMEN

Elrecuento de probidticos en las heces es eficaz para evaluar la resistencia de los microorganismos al
tracto gastrointestinal. Técnicas de recubrimiento en medios selectivos que favorecen la identificaci-
6ny cuantificacién de bacterias mediante recubrimiento tradicional. El agar MRS con vancomicina y
verde de bromocresol (LAMVAB) es un medio de cultivo selectivo para el aislamiento de lactobacilos
en heces, sin embargo, algunas especies y variedades de cocos no estan incluidas en su espectro
de restriccién. Por otro lado, el fluconazol es un antifingico de amplio espectro de accién. Asi, el
objetivo fue desarrollar medio de cultivo LAMVAB modificado mediante la adicién de fluconazol con
el fin de aumentar su selectividad y eliminar interferencias en la cuantificacién de Lacticaseibacillus
rhamnosus GG en ensayos in vivo con ratas Wistar. Se afiadié L. rhamnosus GG al jugo de pifiay jucara
que se mantuvo a 8 °C durante 28 dias. El estudio in vivo se realizé con 2 grupos experimentales de
ratas agrupadas en una dieta basal (G1) y una dieta basal y 1,0 ml/dia de jugo probiético (G2). Los
grupos fueron evaluados respecto a la cuantificacién de L. rhamnosus GG en muestras fecales. Las
colonias tipicas de L. rhamnosus GG en agar LAMVAB modificado son cremosas, regulares y ligera-
mente amarillentas. Durante el cultivo de heces en medio LAMVAB se aislaron colonias de levaduras
que aparecian morfolégicamente similares a las colonias de lactobacilos, perjudicando la cuantifi-
cacién y diferenciacién de las bacterias probidticas en estudio. La adicién de 20 mg/L de fluconazol
al medio de cultivo aumenté su selectividad, eliminando interferencias en el analisis. La eleccién de
este antiflingico se debe a su excelente espectro de accién en relacién a las especies de Candida sp.
El recuento de probidticos en muestras fecales mostré un promedio de 5,7 Log UFC/g de heces. Por lo
tanto, los resultados sugieren que el medio LAMVAB modificado desarrollado es selectivo y eficiente
para caracterizar L. rhamnosus GG en muestras fecales.

PALABRAS CLAVE

Conteo. Probiético. Resistencia gastrointestinal.
1 INTRODUCAO

A microbiota do trato gastrointestinal é heterogénea e composta por varias espécies de micror-
ganismos (HAN et al., 2020). O género Lactobacillus é parte fundamental desta microbiota, sendo
amplamente difundida sua a¢&o probi6tica (RASTOGI; SINGH, 2022).

Os probidticos favorecem a recolonizagdo e restauracdo da simbiose da microbiota do trato in-
testinal, podendo ser veiculados em alimentos funcionais (RAJEEV et al., 2022). Probiéticos veicula-
dos em alimentos devem ser resistentes ao trato gastrointestinal, a fim de atingirem o intestino em
condi¢des de multiplicagdo e colonizagdo. Isso implica em testes de viabilidade a cada nova matriz
alimentar desenvolvida (OSPANOV et al., 2023).

Interfaces Cientificas « Aracaju « V.9 « N.3 « p. 791 - 802 - Fluxo Continuo - 2024

- 793 -



<794 -

Os microrganismos probidticos séo disponibilizados em diversos tipos de alimentos naturalmente fermen-
tados, ndo fermentados; além de suplementos alimentares em tabletes, cpsulas e pilulas (SHORI, 2022).

A elaboragdo de novos produtos probiéticos deve levar em consideragdo a viabilidade do micror-
ganismo, sua funcionalidade durante o periodo de estocagem, além dos fatores intrinsecos e extrin-
secos do préprio alimento (VALERO-CASES et al., 2020). Algumas cepas de Lacticaseibacillus rham-
nosus, anteriormente denominado de Lactobacillus rhamnosus estdo sendo utilizadas em produtos
lacteos. A adigdo de culturas probiéticas em base ndo lactea representa um desafio tecnoldgico, so-
bretudo com relagdo a sobrevivéncia destes microrganismos (PALANIVELU et al., 2022).

A quantificagdo de probidticos nas fezes por meio de ensaios in vivo mostra-se eficiente e robus-
ta para avaliar a resisténcia dos microrganismos, seja por determinacdo geral de espécies ou por
pesquisa espécie-especifica (LEBLANC et al., 2022). Para tanto, sdo usadas técnicas imunoldgicas,
moleculares ou plagueamento em meios seletivos (WENDEL, 2021), que favorecem a identificagdo e
quantificacdo das bactérias por plaqueamento tradicional (LUNARDI et al., 2021).

Um meio de cultura seletivo para o isolamento de lactobacilos em fezes foi padronizado por Harte-
mink et al. (1997), denominado Lactobacillus Anaerobic MRS with Vancomycin and Bromocresol green
(LAMVAB). Este meio potencializa a seletividade do 4gar MRS ao acrescentar a formulacéo cisteina-
-HCL, que favorece as condicoes de anaerobiose e pH baixo conferindo poder inibitério as espécies de
enterobactérias, bacteroides, outros microrganismos Gram-negativos, além da adi¢do de cloridrato de
vancomicina, que inibe estirpes de enterococos, bifidobactérias e espécies de Clostridium.

Porém, deve ser ressaltado que leveduras fazem parte da microbiota gastrointestinal e exibem
satisfatéria sobrevivéncia ao suco gastrico, apresentando consideravel resisténcia ao pH baixo (CHAN
et al., 2021). Tal informac&o torna-se um entrave ao meio LAMVAB, pois algumas espécies de cocos e
as leveduras ndo estdo incluidas no espectro de inibicdo deste meio (HARTEMINK et al., 1997).

Desta forma, torna-se necessario um aumento de seletividade do meio LAMVAB para obter-se
um meio de cultura com o espectro de inibicdo ainda maior. Assim, uma vez que fluconazol é pres-
crito como tratamento de primeira escolha em infec¢des provocadas por Candida sp., com excelente
espectro de acdo (PARTHA et al., 2022), a adi¢do desse antifiingico ao meio LAMVAB torna-se uma
opc¢do no intuito de aumentar a seletividade do mesmo e eliminar a interferéncia na quantificacao
de lactobacilos probidticos em contagem em placa. Assim, objetivou-se adicionar o antiflingico flu-
conazol ao meio de cultura LAMVAB no intuito de aumentar a seletividade do mesmo e eliminar a
interferéncia na quantificacdo de L. rhamnosus GG nas fezes de ratos Wistar alimentados com suco
de abacaxi (Ananas comosus) com jucara (Euterpe edulis) fermentado por essa bactéria probidtica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1PREPARO E OBTENGAO DAS POLPAS DE ABACAXI E JUGARA

A palmeira Jussara é uma espécie nativa da Mata Atlantica com potencial de manejo e geragao
de renda para produtores rurais. Estd ameacgada de exting¢do pela extracdo ilegal de palmito, pois a
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planta morre ao ser cortada devido ao fato de ser monocaule. O manejo dos frutos para a produgdo
de polpa auxilia na preservagdo da espécie. A polpa produz uma bebida muito semelhante ao agai
da Amazdnia (Euterpe oleraceae) em termos de textura, cor, sabor e caracteristicas nutricionais e
funcionais. A adicdo de suco de abacaxi visa suavizar o sabor subjacente de terra que a bebida possui.

Os frutos de abacaxi foram adquiridos em trés lotes no comércio de Rio Pomba, MG, Brasil, em es-
tado adequado de amadurecimento. Eles foram lavados em dgua corrente para eliminagdo de sujida-
des, sanitizados em solugdo clorada a 200 mg/L, enxaguados em &gua potavel contendo 10 mg/L de
cloro ativo, descascados, cortados e a polpa obtida (Walita, Modelo RI6720). Além disso, trés lotes de
polpa de jucara congelada (20 Kg) foram obtidos de um produtor da cidade de Rio Pomba, MG, Brasil
e acondicionados em recipientes de polietileno com capacidade para 500 g. As polpas de abacaxi e de
jucara foram congeladas a -18 °C.

2.2 ELABORACAO DE SUCO DE ABACAXI COM JUCARA FERMENTADO COM LACTICASEIBACILLUS RHAMNOSUS GG

Antes da preparacdo dos sucos, as polpas foram descongeladas por, aproximadamente, seis horas
sob refrigeracdo. A polpa de abacaxi foi homogeneizada manualmente com a de jugara e sacarose na
proporc¢do de 5:4,5:0,5 obtendo-se o suco, o qual foi submetido ao tratamento térmico de pasteuriza-
¢do em banho-maria (Tecnal TE - 056 MAG, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) a 82 °C por 2 minutos, sendo
utilizada como controle uma garrafa contendo o suco e termdémetro (imerso no ponto geométrico
central da garrafa - ponto de menor taxa de aquecimento) para checagem da temperatura. Apés a
pasteurizagdo, o suco foi resfriado a 37 °C procedendo-se a adigdo da cultura probidtica liofilizada de
L. rhamnosus GG (Culturelle®).

Inicialmente, em 200 mL do suco, foi adicionada uma capsula contendo 1010 células de L. rham-
nosus GG. Esta formulagao foi denominada pré-inéculo e foi incubada (Nova Etica 403 - 5D, Vargem
Grande do Sul, S&o Paulo, Brasil) por 24 horas a 37 °C, caracterizando a fase de adaptacdo do micror-
ganismo. Apés o periodo de incubagdo, foram inoculados 10 mL do pré-inéculo em frascos contendo
200 mL do suco, os quais foram incubados a 37 °C por 72 horas para fermentacdo do produto. Apds
a fermentagéo, os frascos foram armazenados a 8 °C (Nova técnica NT 704, Piracicaba, Sdo Paulo,
Brasil) por até 28 dias, caracterizando o produto elaborado.

2.3 ANIMAIS E TRATAMENTOS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos, com peso médio de 105 g e idade de 8 se-
manas, disponibilizados pelo Biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Salide da Universidade
Federal de Vicosa. Todo protocolo esteve em conformidade com os Principios Eticos de Experimen-
tacdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal, em acordo
com liberag#o fornecida pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vicosa
(CEUA / UFV), sobre nimero de processo 46/2015, fornecido pelo referido Comité em 20 de agosto de
2015. A opcdo por ratos Wistar como cobaias para realizagao de ensaios “in vivo” é porque sua fisiolo-
gia é semelhante a dos seres humanos, além da praticidade de manuseio e cuidado.

0 experimento foi caracterizado por 10 semanas de duragdo. Os animais foram divididos randomica-
mente em dois grupos (G1 e G2) de dez animais cada. O grupo G1 foi utilizado como controle negativo,
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sendo os animais alimentados apenas com dieta comercial (Purina®) indicada para alimentacgao de roe-
dores. Os animais do grupo G2, além de ragdo e agua, receberam o suco desenvolvido contendo 7,6 log
UFC/mL de L. rhamnosus GG, administrado por meio de técnica de gavagem, na quantidade de 1,0 mL
por dia durante o periodo de 10 semanas. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em ciclos
claro/escuro de 12 horas com temperatura média de 23 °C e receberam ragdo e &gua ad libitum.

2.4 ELABORACAO DO MEIO DE CULTURA MODIFICADO

0 meio de cultura LAMVAB modificado (LAMVAB-M) foi preparado a partir de trés solucdes (A, B e
C), as quais foram, posteriormente, misturadas para a elaboracdo final do meio.

A solucdo A foi constituida de 4gar MRS, cistefna-HCl (0,5 g/L) (Vetec, Duque de Caxias, Rio de
Janeiro, Brasil) e ptrpura de bromocresol (0,04 g/L) (Impex, Diadema, Sdo Paulo, Brasil). Esta solucado
teve o pH ajustado para 5,0 + 0,1 utilizando &cido acético glacial PA. (Exodo Cientifica, Hortolandia,
S3o Paulo, Brasil). Apés o ajuste do pH, a solugdo foi esterilizada a 121 °C por 15 minutos em autocla-
ve vertical (Prismatec CS, Itu, S3o Paulo, Brasil).

A solucdo B foi constituida de cloridrato de vancomicina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA)
1,0 mg/mL em &gua e a solugado C de fluconazol 20,0 mg/mL (Pharmanostra, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brasil) em agua. As solucdes B e C foram esterilizadas por filtracdo em filtro de 0,22 uM (Jetbiofil®).

Apds a esterilizacdo, a solucdo A foi deixada em banho-maria até a estabilizagdo da temperatura em
50 °C. Para 1 litro da mesma foram adicionados 20,0 mL da solucédo B e 1,0 mL da solugéo C, perfazendo
um total de 20,0 mg/L de cada. O preparo final do meio foi realizado no momento do plaqueamento.

2.5 IDENTIFICAGAO E QUANTIFICAGAO DE LACTICASEIBACILLUS RHAMNOSUSGG NAS FEZES DOS RATOS

Um pool de fezes de cada grupo experimental foi coletado em frascos estéreis no 7°, 14°, 28°, 49°
e 70° dia, a partir do inicio do experimento. As amostras foram devidamente homogeneizadas e 1,0
g de fezes foram diluidos em 9,0 mL de solugdo salina peptonada caracterizando a diluicdo 10-1, a
partir da qual foram realizadas dilui¢des decimais até 10-8. O plaqueamento foi realizado de acordo
com Hartemink et al. (1997) por profundidade em Agar LAMVAB e Agar LAMVAB-M com incubacdo a
37 °C por 72 horas em jarra de anaerobiose.

A contagem de L. rhamnosus GG nas amostras fecais foi realizada por enumeragdo seletiva, sen-
do realizada contagem padrdo de bactérias lacticas e contagem diferencial de L. rhamnosus GG. A
estirpe L. rhamnosus GG caracteriza-se como bastonetes Gram-positivos curtos, finos e agrupados
em paligadas, catalase negativo e diferencia-se das demais subespécies de L. rhamnosus por nao
fermentar a lactose, maltose e sacarose (GOLDIN et al., 1992; PENA et al., 2004). Sendo assim, a
contagem diferencial em amostra fecal da estirpe em estudo foi baseada na morfologia das colénias,
considerando-se coldnias tipicas de L. rhamnosus GG em &gar LAMVAB-M as que se apresentaram
cremosas, regulares e levemente amareladas.

Utilizou-se também para a caracterizacdo da estirpe a tipicidade morfotintorial por coloracdo pelo
método de Gram, reagdo ao peroxido de hidrogénio (prova da catalase) e teste de fermentacg&o de acu-
cares (glicose e lactose). O nimero de UFC/qg de fezes foi calculado em fungdo do nimero de coldnias
tipicas contadas, diluicdo inoculada e porcentagem de coldnias confirmadas, tomando-se como base,

Interfaces Cientificas - Aracaju « V.9 « N.3 « p. 791 - 802 « Fluxo Continuo - 2024



um minimo de 20 coldnias testadas por amostra de fezes. Como controle positivo na identificagdo da
estirpe pesquisada utilizou-se cultura pura de L. rhamnosus GG (Culturelle®, ATCC 53103).

3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1 CARACTERIZACAO DO MEIO DE CULTURA LAMVAB-M PARA IDENTIFICACAO DE LACTICASEIBACILLUS RHAMNOSUS GG
NAS CULTURAS DE FEZES DE RATOS WISTAR

Durante a cultura das fezes em meio LAMVAB, col6nias de leveduras foram isoladas, apresentan-
do-se morfologicamente semelhantes as colénias de lactobacilos, prejudicando a quantificagéo e
diferenciacdo da bactéria probiética em estudo (Figuras 1A, 1B e 1C). A adigdo de 20 mg/L de fluco-
nazol ao meio de cultura aumentou sua seletividade, eliminando a interferéncia na analise.

As coldnias de L. rhamnosus GG em Agar LAMVAB s3o morfologicamente semelhantes as caracte-
risticas descritas por Goldin et al. (1992) em Agar para selecdo de lactobacilos suplementado. Nesse
agar as coldnias se apresentam esbranquicadas, cremosas e de aparéncia regular (Figura 1A), en-
quanto em meio LAMVAB-M apresentam-se levemente amareladas (Figura 1D).

Figura 1 - Morfologia das col6nias de amostra fecal em meio LAMVAB (A). Em B tem-se uma estru-
tura leveduriforme, correspondente as colonias 1 e 2 da Figura A e em C bastonetes Gram-positivos
tipicos da estirpe Lacticaseibacillus rhamnosus GG, correspondente as colénias 3 e 4 da Figura A. Em
D tem-se coldnia tipica de Lacticaseibacillus rhamnosus GG em Agar LAMVAB-M (colénia 1), coldnia
de bactéria latica de outra espécie/estirpe (coldnia 2) e coldnia de Lacticaseibacillus rhamnosus GG
com crescimento na porgao inferior do 4gar (coldnia 3)

Fonte: Dados da pesquisa
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Pela caracteristica morfotintorial em coloragdo pelo método de Gram, verificou-se que a estirpe L.
rhamnosus GG apresenta-se como bastonetes Gram-positivos curtos, finos e agrupados em paligada,
corroborando com o relato de Doron et al. (2015). Sua tipicidade morfotintorial permitiu distinguir L.
rhamnosus GG de outras bactérias do acido lactico (Figura 2A e 2B).

Figura 2 - (A): bastonetes Gram-positivos curtos, finos e agrupados em palicadas, tipicos da estirpe
Lacticaseibacillus rhamnosus GG. (B): bastonetes Gram-positivos longos e sem agrupamento especi-
fico caracteristicos de bactérias laticas de outra espécie/estirpe

Fonte: Dados da pesquisa

Bactérias do &cido lactico sdo geralmente classificadas como catalase negativa, sendo uma caracte-
ristica também presente na estirpe L. rhamnosus GG (PENA et al., 2004). As coldnias identificadas mor-
fotintorialmente como bastonetes Gram-positivos foram testadas quanto a capacidade de reagir com o
peréxido de hidrogénio, obtendo resultado negativo em todos os testes. Além disso, as coldnias indicativas
de L. rhamnosus GG apresentaram resultado negativo para fermentacdo da lactose (Figura 3).

Figura 3 - Teste de fermentacao de aclcares sendo que os pares de tubos possuem glicose (3 esquer-
da) e lactose (3 direita) como fonte de carbono: (1) Lacticaseibacillus rhamnosus GG (ATCC 53103);
(2) Lacticaseibacillus rhamnosus Lc 705; (3) Lacticaseibacillus paracasei LPC02; (4 e 5) isolados de
amostras fecais do presente trabalho

Fonte: Dados da pesquisa
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3.2 CONTAGEM DE BACTERIAS LATICAS E DE LACTICASEIBACILLUS RHAMNOSUSGG NAS AMOSTRAS FECAIS DE RATOS WISTAR

N3o houve diferenca (p>0,05) na contagem padrdo em placas de bactérias laticas entre os grupos
de animais. A contagem diferencial de L. rhamnosus GG em &gar LAMVAB-M apresentou uma redugao
de, aproximadamente, 2 ciclos logaritmicos em relagdo a contagem dessa bactéria no suco ofertado
aos animais (Tabela 1).

Constatou-se que L. rhamnosus GG apresentou contagens superiores a 7,6 log UFC/mL de suco ao longo
do perfodo experimental, sendo mantido a 8 °C (Tabela 1). Apesar de n&o existir um consenso da quantidade
minima de microrganismos probidticos necessaria para proporcionar efeitos benéficos ao organismo, alguns
autores consideram necessario >10° UFC/g ou mL do alimento, enquanto outros sugerem entre 10° a 107
UFC/g (SAAD, 2006), ou ainda 10° a 10%° UFC/g. A ingestdo de 100 mL do suco de abacaxi com jucara fermen-
tado com L. rhamnosus GG, podera fornecer ao consumidor no minimo de 9,9 log UFC por dia. Portanto, com
base na literatura consultada, o suco desenvolvido é um veiculo promissor de L. rhamnosus GG.

Tabela 1 - Contagem (log UFC/mL) de Lacticaseibacillus rhamnosus GG no suco e de bactérias
laticas e Lacticaseibacillus rhamnosus GG nas fezes dos ratos

Fezes

Dia Suco Bactérias laticas Lacticaseibacillus rhamnosus GG
G1 G2 G1 G2
7 7,6 7,0 7,0 <1,0 6,4
14 7,6 7,0 6,9 <1,0 6,0
28 8,3 5,0 6,0 <1,0 5,4
49 7,7 7,5 7,2 <1,0 5,5
70 8,2 8,0 6,1 <1,0 5,7

Média 7,9+0,3a 6,9+1,1A 6,6 +0,6 Ab <1,0B 5,8+0,4Ac

Médias seguidas por mesma letra maitscula (comparacdo entre as contagens de bactérias laticas e
de L. rhamnosus GG nas amostras de fezes) e de mesma letra mintscula (comparacao entre a conta-
gem de L. rhamnosus GG no suco desenvolvido, de bactérias laticas e de L. rhamnosus GG nas fezes
dos ratos do grupo G2) ndo diferem entre si (p>0,05).

Fonte: Dados da pesquisa

Doron et al. (2015) avaliaram, em humanos, a eficécia de L. rhamnosus GG na colonizacdo intes-
tinal. Os voluntarios receberam por 14 dias consecutivos uma dosagem de 10,3 log de UFC do pro-
biético. A quantificagdo aos 14 dias de experimento, imediatamente apds o término da ingestdo do
probiético, foi de 8,36 log UFC/qg de fezes. Os autores observaram uma redugdo de, aproximadamente,
dois ciclos log na contagem do probidtico, fato similar ao encontrado no presente estudo.

Deve-se considerar a capacidade de adesdo dos microrganismos, particularmente, de L. rhamnosus
GG devido ao pili que favorece a colonizagdo. Segundo Leeber et al. (2012), o pilus SpaCBA de L. rhamno-
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sus GG mostrou-se uma estrutura fundamental de adesdo eficiente ao epitélio intestinal, favorecendo a
formacao de biofilme em células epiteliais Caco-2. Portanto, deve-se levar em consideragdo que parte do
total de L. rhamnosus GG ingerido pelos animais por meio do suco de abacaxi com jucara podem ndo ter
sido eliminados nas fezes por estarem aderidos ao epitélio, resistindo ao peristaltismo intestinal.

4 CONCLUSAQ

Os resultados obtidos de viabilidade da cultura probidtica L. rhamnosus GG e de resisténcia ao
trato gastrointestinal in vivo sugerem que o meio de cultura LAMVAB-M é eficiente na caracterizacao
dessa bactéria probiética. A adigcdo de fluconazol 20 mg/L ao meio de cultura LAMVAB foi eficiente na
inibicdo de leveduras, o que demonstra um ganho de seletividade na anélise, sendo o meio de cultura
ajustado importante para pesquisas de bactérias probiédticas.
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