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1 INTRODUGAO

O patégeno alimentar Listeria monocytogenes € um micro-organismo ubiquo,
intracelular facultativo e o agente causador da listeriose, uma doenga severa que
cursa com baixas taxas de morbidade, mas com altas taxas de mortalidade
(WHO/FAO, 2004). Esta bactéria se caracteriza por ser patogénica principalmente
para individuos de grupos de risco, como imunocomprometidos, idosos, neonatos e
pacientes com HIV. A proliferacdo deste patdégeno pode ocasionar bacteremia,
meningites e endocardite. No caso de mulheres gravidas pode também causar
aborto, parto prematuro e septicemia neonatal (COSSART, 2007).

Probidticos podem ser definidos como sendo micro-organismos vivos que ao
serem administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do
hospedeiro (SCHREZENMEIR & DE VRESE, 2001). Dentre estes beneficios
podemos destacar os de agado direta, como a regulagdo da microbiota saprofita e a
acao antimicrobiana contra patégenos alimentares. Dentre os mecanismos de agao
indireta podemos destacar a modulagcdo da microbiota intestinal ou do sistema
imune do hospedeiro (KAILA et al., 1992).

Pichia pastoris € uma levedura da familia Saccharomycetaceae, género
Pichia, que é amplamente utilizada na produgdo de proteinas recombinantes. A
levedura produz grande quantidade de células por litro, e é capaz de utilizar fontes
de carbono alternativas, tal como o metanol e o glicerol resultante da fabricagéo de
biodiesel, devido a presenca dos genes Alcool Oxidase | e Il (AOX1 e AOX2)
(STORCH, 2008; FONSECA, 2006).

No estudo de Storch et al. (2008), P. pastoris caracterizou melhora nos
indices de eficiéncia alimentar e imunomodulagédo, gerando maior ganho de peso e
soroconversao nos animais suplementados. Dentro deste contexto sua utilizagao
como probidtico esta sendo estudada no Nucleo de Desenvolvimento Tecnoldgico
da UFPel (CDTec/UFPel). Estudos iniciais demonstraram que P. pastoris € indcua e
capaz de resistir a passagem através do trato gastrointestinal de mamiferos e de
inibir o crescimento de S. Typhimurium e E. coli in vitro. Por esses motivos, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade da levedura P. pastoris inibir o
crescimento in vitro de L. monocytogenes.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)
2.1 Micro-organismos e condi¢cdes de cultivo

~ Para utilizagdo nos experimentos, colonias de P. pastoris cepa X-33 isoladas
em Agar Yeast Peptone Dextrose (YPD) foram cultivadas em 3 mL de caldo YPD e



XX CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA
111 MOSTRA CIENTIFICA

UFPEL

incubadas overnight a 30°C em agitador orbital (150 rpm). Col6nias isoladas de L.
monocytogenes cepa Scott A foram cultivadas em 3 mL de caldo Triptone Soya
Broth suplementado com 0,6% de Yeast Extract (TSBYE), a 37°C, overnight a 150
rpm. Em seguida, 0,5 mL de ambos cultivos foram adicionados a tubos contendo 9,5
mL dos respectivos meios (YPD e TSBYE). Os tubos contendo cultivos de P.
pastoris e L. monocytogenes foram incubados sob agitagdo por 24 h a 30°C e a
37°C, respectivamente.

2.2 Teste de inibicao em caldo

A interferéncia da levedura P. pastoris no crescimento de L. monocytogenes
foi avaliada utilizando-se metodologia descrita por Drago et al. (1997), com
modificagdes, através da co-incubagédo de cada micro-organismo em tubos contendo
9 mL de caldo YPD ou de caldo TSBYE. Cultivos puros de cada micro-organismo
foram utilizados como controles. Os tubos foram cultivados a temperatura de 37° C
sob agitacdo de 150 rpm e, apos 8 e 24 horas, aliquotas foram coletadas, diluidas
em série decimal e plaqueadas em triplicatas para determinagcdo do numero de
células viaveis dos micro-organismos. Para a contagem da levedura foi utilizado
Agar Yeast Peptone Dextrose (YPD) e para contagem de L. monocytogenes Agar
Oxford modificado.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A capacidade da levedura P. pastoris inibir o crescimento in vitro de L.
monocytogenes foi avaliada através do teste de inibicdo em dois diferentes caldos.
O indculo inicial de P. pastoris foi de 8x10° UFC/mL e de L. monocytogenes 3x10’
UFC/mL. Apds incubacao por 8 e 24 h em caldo YPD a 37°C, foi observado que,
quando os micro-organismos foram co-cultivados, ocorreu redu¢do de 61 e 90% do
crescimento de L. monocytogenes, respectivamente. No entanto, quando os micro-
organismos foram co-cultivados em caldo TSBYE, ndo ocorreu inibicdo do
crescimento.

Em outro estudo de nosso grupo de pesquisa, P. pastoris inibiu o crescimento
de S. Typhimurium e E. coli nos meios de cultivo ndo seletivos YPD e Luria-Bertani
(LB) ap6s 24 h de incubagdo a 37°C. Ocorreu redugdo de aproximadamente 86 e
67% da populagdo de E. coli quando co-cultivada com P. pastoris nos caldos LB e
YPD, respectivamente, e de 50% da populagdo de S. Typhimurium quando o
enteropatdgeno foi co-cultivado com P. pastoris em ambos os caldos (FRANCA et
al., 2009). Esse efeito antimicrobiano € relevante, pois devido as restricbes impostas
pelos mercados consumidores ao uso de antibiéticos e outros quimioterapicos, tanto
para uso terapéutico como para a prevengao de doengas, o desenvolvimento de
probidticos se torna uma area bastante promissora (ERICKSON & HUBBARD,
2000). E embora a temperatura de crescimento ideal de P. pastoris seja 30°C, esta
foi capaz de inibir o crescimento de L. monocytogenes, S. Typhimurium e E. coli a
37°C, a temperatura corporal e ideal para o desenvolvimento e proliferacdo de
enterobactérias.

4 CONCLUSAO

A levedura P. pastoris inibiu o crescimento in vitro da bactéria patogénica L.
monocytogenes quando cultivada a temperatura corporal em caldo YPD. Outros
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experimentos visando avaliar potenciais efeitos probidticos de P. pastoris, como o
desafio in vivo frente a enteropatdogenos, bem como experimentos de
imunomodulagao, estdo sendo realizados por nosso grupo de pesquisa.
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