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“ARTIGO HIGIENICO COMPREENDENDO UMA COMPOSICAO INIBIDORA DE
MICROBIO*”

Campo da Invencdo

A presente invencgdo se refere a um artigo
higiénico, tal como, um artigo do tipo de toalhas
higiénicas, forros de calcas, protetores de incontinéncia
urinaria, fraldas, tampdes ou similares, compreendendo pelo
mencs um produto extracelular de pelo menos uma bactéria
probidtica e/ou pelo menos uma bactéria probidtica e pelo
menos um dentre aditivos selecionados, proporcionando um
efeito sinergistico inibidor na bactéria Candida albicans

ou em ocutros indesejados microorganismos.

Antecedentes da Invencdo

A Area urogenital abriga um complexo ecossistema
microbiano, compreendendo mais de 50 diferentes espécies de
bactérias (Hi1ill e outros, Scand. J. Urol. Nephrol., 1984;86
(suppl.) 23-29}). As espécies dominantes para as mulheres
férteis nessa &rea incluem a bactéria produtora de &acido
léactico pertencente ao género Lactobacillus. Esses
elementos produtores de &cido lactico sg8o importantes para
reter uma flora microbiana sauddvel nessas &reas e atuar
como uma bactéria probidtica com um efeito antagonistico
contra as espécies microbklanas patogénicas. A bactéria
produtora de &Acido léactico inibe o crescimento e a
colonizagdo por outros microorganismos, ocupando adequados
nichog de colonizacgdo, formando biofilmes e competindo por
nutrientes disponiveis, dessa  forma, excluindo a
colonizac8o por microorganismos danosog. Também, a producdo
de perdéxido de Thidrogénio, de substéncias inibidoras
especificas, como, por exemplo, as bacteriocinas, e de

acidos orgénicos (incluindo acido léactico e Aacido acético)
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gue diminuem o PH, inibem o0 crescimento e a colonizacglo por
outros microorganismos.

0O ecosgsistema microbiano de um individuo saudavel
pode ser prejudicado pelo uso de antibidticos durante
mudancas hormonais, como, por exemplo, durante a gravidez
ou através do uso de anticoncepcionails contendo estrogénio
durante a menstruac¢do, apds a mencpausa, Ou em pessoas gue
sofrem de diabetes, etc. Também, os micrcorganismes podem

se espalhar do &nus para a area urogenital, isso resultando

na perturbacdo da flora microbiana normal, deixando o
individuo suscetivel a infeccgdes microbianas, como, DoOTr
exemplo, vaginite, infecg¢des produzidas pela Candida

albicans, infecgdes do trato urindrico e infecgdes na pele.
Os microorganismos comumente associados com esses tipos de
infecgBes pertencem ac género Egcherichia, Enterococcus,
Pseudomonas, Proteus, Klebsiella, Streptococcus,
Staphylococcus, Gardnerella e Candida. As mulheres se
encontram em um risco especifico, devide & distidncia mais
curta entre o 8nus e o trato urogenital; especialmente, em
rigco gdo ag mulheres jovens, gque ainda ndo apresentam uma
microflora bem desenvolvida na 4drea urogenital e as
mulheres mais idosas, gue, na maioria dos casos, nem
apresentam mais uma flora protetora.

De modo similar & 4&rea urodgenital, a pele é
colonizada por um sistema de organismos, os gquais formam
sua flora normal. © nimerco e identidade dos organismos
variam entre diferentes locais da pele. Isso, juntamente
com a barreira estrutural da opele, proporciona ao
hospedeiro uma excelente defesa contra micrdbios invasores.
0 numero de bactérias na pele varia de algumas centenas por
cm? nas superficies aridas do antebrago e das costas, para
dezenas de milhares por cm’ nas &reas Umidas, tais como, as
axilas e vwvirilha. Essa flora normal desempenha um

importante papel na prevengdo de organismos estranhos se
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colonizarem na pele, mas, isso precisa ser sempre
verificado, a fim de evitar infecc¢des na pele.

0 Staphylococcus aureus € o causador mais comum
de peguenas infec¢gdes na pele, como, por exemplo, bolhas ou
abscessos, assim como, infeccedes mais sérias de feridas
poés-operatdrias. O tratamento envolve drenagem, i1sto sendo
suficiente para as lesfes menores, mas, os antibidticos
devem ser providos em adig¢do guando a infecgdoc for grave e
o paciente tiver febre.

A sindrome do chogue toéxicce €& uma infeccdo
sistémica provocada pelas linhagens do S. aureus, que
produz a toxina da sindrome do choque téxico. A doenca
ganhou evidéncia através de sua associagcdo com o uso de
tampdo pelas mulheres saudaveis, mas isso ndo esta
confinado asg mulheres, podendo ocorrer como resultado de
uma infecg¢do do §. gureus em locais ndo-genitais.

Qutras infec¢des comuns da pele sdo causadas pelo

Streptococcus pyogenes (streptococcus  do grupoc A). Os

organismos gdo adquiridos através do contato com outras:

pesscas com lesdes infectadas na pele e podem, primeiro,
colonizar e se multiplicar na pele normal, antes da invasio
atraves de fissuras menores do epitélio e do
desenvolvimento de lesBes.

O tratamento com penicilina ou eritromicina pode
ser necessario para combater a infeccdo.

A Candida gosta de locais da pele que s&o umidos
e qguentes e também rapidamente se coloniza na pele
danificada. Conseglentemente, a secura relativa da maioria
das &areas da pele evita o crescimento da Candida, gue,
portanto, € encontrada em baixo numero na pele sauddavel. 2
Candida também se coloniza na mucosa oral e wvaginal e um
crescimento excessivo pode resultar em doenca nesses
locais. A Candida albicans estd associada com a dermatite

causada pela fralda. Um estudoc mostrou gue a Candida
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albicans induziu lesles gue sdo acentuadamente
influenciadas peloc pH, pelo gue um pH mais baixo da pele
proporciona menos lesBes na pele (B. Runeman, Acta Derm.
Venereol., 2000; 80: 421-424).

Uma maneira de reduzir os problemas com o tipo de
infecgBes descrito acima € ter uma satisfatdria higiene
pesscal. No entanto, o© usc excessivoe de agentes de limpeza
nic apenas diminui a guantidade de micrdébios danosos, Como,
também, prejudica a flora microbiana benéfica, tornando
novamente a mesma suscetivel a espécies patogénicas para se
colonizarem e provocaxy infeccdes. Alternativamente, a
administracdo de bactérias produtoras de &cido lactico a
drea urogenital e & pele, a fim de competir com espécies
patocgénicas e facilitar o restabelecimento e manutencéo de
uma flora microbiana benéfica nessas Areas, fol encontrada
como sendo um fato de sucesso para © tratamento e prevencido
de infec¢Bes microbianas.

Foi sugerido que a bactéria produtora de acide
léctico possa ser liberada através dos produtos
absorventes, tais como, fraldas, toalhas  higiénicas,
protetores de incontinéncia, forros de calgas e tampdes,
conforme descrito, por exemplo, nos documentos de patentes
WO 92/13577, WO 97/02846, WO 95/17813, WO 99/45099 e WO
00/35502.

Outros modos de liberacdo da Dbactéria produtora
de &cido léactico foram também sugeridos, como, por exemplo,
um tecido gque permite a limpeza e a protegdo da pele e da
Area urogenital e a liberac8oc da bactéria probidtica
produtora de A&cideo léctico, por exemplo, no documenteo de
patente WO 04/060416.

Um principal problema com a provisédo de produtos
idealizados de serem usados para transferéncia da bactéria
produtera de 4dcido lactico € gue a bactéria deve manter a

viabilidade durante o transporte e armazenamentc dos
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produtos. A bactéria produtora de acido lactico rapidamente
perde a viabilidade sob condiglfes semi-umidas, sendo,
portanto, importante que a actéria ndo seja exposta a
umidade durante o armazenamento. Um modo de parcialmente
superar esse problema nos produtos absorventes providos com
a bactéria produtora de Acidce léctico tem sido suprir os
produtos com & bactéria, secar os ditos produtos para
remover a maior parte da sua umidade e proporcionar o
produto em pacotes impermedveis a umidade (documento de
patente W0 99/17813).

0 documento de patente WO 00/61201 divulga um
produto higiénico coantendo uma quantidade efetiva de uma
bactéria probidtica vidvel, ndo-patogénica, tal como,
Bacillus coagulans, ou um produto extracelular da mesma.

0 documento de patente EP 1140226 descreve a
combinacdo de uma substlncia reguladora de pH, na forma de
um material superabscorvente, parcialmente neuvtralizada com
a bactéria produtora de acidec léctico.

Diante do apresentado pelo estado da técnica,
existe ainda a necessidade de artigos higiénicos com um
aperfeicoado efeito prebidtico e/ou probidtico, cujos

artigos higiénicos sejam fdcels de armazenar e transportar.

Resumo da Invencgio

Diante do apresentado pelo estado da técnica,
constitui um objetivo da presente invengdo proporcionar um
artigoe higi&nico gque compreende uma composicdo inibidora de
micrdébio com um aperfeiccado efeito. Constituli também um
obietivo da presente invencdo, que o dito artigo higiénico
compreendendoc uma composicdo inibidora de micrdbio possa
ser facilmente transportado e armazenado, sem qgue a
composicdo inibidora de micrdbio perca seu eguilibrio de

microflora e funcionamento de promogio de saiide.
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0Os problemas definidos acima s8o solucionados
pela presente invencdo, mediante um artigo higiénico, tal

como, um artigo do tipoc de toalhas higiénicas, forros de

calcas, protetores de incontinéncia urinaria, fraldas,
tampdes ou similares, compreendendo uma composigédo
inibidora de micrébio que compreende um produto

extracelular de pelc menos uma bactéria probidtica e/ou
pelo menos uma bactéria probidtica e pelo menos um aditivo
na forma de um &acido orgénico, tendo um valor de pKa dque
ndo excede a 5,5, e/ou um sal do mesmo, proporcionando um
efeito sinergistico probidtico e/ou prebidtico.

Em um aspecto da invencdo, o dito wvalor de pXKa
nao excede a 5.

De acordo com a presente invengdo, o dito produto
extracelular inibidor de micrdbio €& um sobrenadante obtido
mediante filtracdo ou centrifugacdo de uma cultura de uma
bactéria probidtica.

Em uma modalidade, a dita composigidce inibidora de
micrdébio é substancialmente isenta de bactérias
probidticas, ditas bactérias probidticas, preferivelmente,
nédo estando presente numa guantidade superior a 100 CFU/mL,
mais preferivelmente, ndo superior a 10 CFU/mL.

Em outra modalidade da invencao, a dita
composicdo inibidora de micrdébio compreende pelo mencs uma
bactéria probidtica e pelo menos um dos ditos aditivos.

Bm uma adicional modalidade da invencgdo, a dita
composicdo inibidora de micrdbioco compreende pelo menos uma
bactéria probidtica, um produto extracelular de pelo menos
uma bactéria probidtica e pelo menos um dos ditos aditivos.

Em um aspecto da invengdo, a bactéria probidtica
é¢ uma bactéria produtora de acido lactico.

Em um adicional aspecto da invencdo, a bactéria
produtora de &cido lactico € Lactobacillus plantarium, LB

931. Em outro aspectc da invengdo, a bactéria produtora de
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dcido léctico €& Lactobacillus fermentum, Egs-1. Em um
adicional aspecto da invencdo, a bactéria produtora de
dcido lactico € uma combinac¢do de Lactobacillus plantarum,
LB 931 e Lactobacillus fermentum, Ess-1.

Em um aspecto da invencdo, o dito aditivo &
escolhido dentre &cido acétice, acido propidnico, &cido
lactico, dcido ascdrbico, fenilalanina, A&cido citrico,
dcido butirico, &cido wvalérico, Aacido caprdnico, &cido
succinico e/ou um =gal dos mesmos. Preferivelmente, o dito
aditivo é escolhido de A&Acido acético, Acido propidnico,
dcido lactico, fenilalanina, acido citrico, &cido succinico
ou acido ascdodrbico e/ou um sal dos mesmos . Mais
preferivelmente, o dito aditive & escolhido de acido
ascdrbico, Acido acético, &cido proplidnico, &cido succinico
e/ou um sal dos mesmos.

Em outro aspecto da invencgdo, o dite sal € um sal
de sbédio; preferivelmente, propionatoc de sdédic ou acetato
de sdédio.

Uma vez gue a composicgio inibidora de micrdbio da
invencdo, combinande uma bactéria probidtica e/ou  um
produto extracelular da mesma e um aditivo proporciona um
inesgperado efeito sinergistico na inibigdo de
microorganismos patogénicos, um artigo higiénico de acordo
com a invencdo, compreendendo essa composicido inibidora de
micrdbio, possul um intensificado efeito probidético e/ocu
prebidtico. Além disso, um artigo higiénico de acordo com a
presente invencdo é facil de transportar e armazenar, Ssem
que a conpogigdo inibidora de micrdbio perca suas

propriedades benéficas.

Descrigdo dos Desenhos

A figura 1 mostra © crescimento de C. albicans no
produto extracelular de LB 931, com a adigcdo (50 mM) de

diferentes Acidos/sais.

.
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2 figura 2a mostra o crescimento de E. coli no
produto extracelular de LB 931, com a adicd3o (50 mM) de
diferentes Aacidos/sais.

A figura 2b mostra O . crescimento de S.
saprofyticus no produto extracelular de LB 931, com a
adicdo (50 mM) de diferentes Acldos/sais.

A filigura 3a mostra o c¢rescimento de Candida
albicans gquandoe o produto extracelular de Lactobacillus
fermentum, Ess-1, foi combinado com o aditivo de A&acido
ascdérbico.

A figura 3b mostra o crescimento de Candida
albicans quando o© produto extracelular de Lactobacillus
fermentuml Ess-1, fol combinade com o aditivo de &cido
propidnico.

A figura 4a € uma wvista plana de um artigo
higiénico, de acordo com a presente invencéo.

" A figura 4b € uma vista em secdo transversal de
um artigo higiénico, de acordo com a linha II-II mostrada
na figura 4a.

A figura b5a € uma wvista plana de um artigo
higiénico, de acorde com a presente invencioc.

A figura b 5é& uma vista em sec¢do transversal de
um artigoe higiénico, de acordo com a linha II-IT mostrada

na figura 5a.

Definic¢des

O termo *probidticos/probidtico” no presente
contexto se refere a microorganismos vivos que conferem um
beneficio a saldde gquando administrados em adequadas
gquantidades a um hospedeiro.

A expressdo “bactéria produtora de Acido lactico”
tem ¢ significado de uma bactéria gque produz dcido ldctico.
Bactérias produtoras de &cido léactico preferidas para o

obijetive da pregente invencdc incluem as bactérias dos
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génexos Lactobacillus, Lactococcus e Pediococcus.
Preferivelmente, a bactéria selecionada usada pertence as
egpécies Lactococcus lactis, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillius acidophilus ou
Lactobacillus plantarum. Mais preferivelmente, a linhagem
bacteriana € selecionada de Lactobacillus plantarum ou
Lactobacillus fermentum. Ainda mais preferivelmente, a

bactéria produtora de Acido lactico €& Lactobacillus

plantarum 931 {depdsito No. {DSMZ) : DSM 11918) e
Lactobacillug fermentum, ESS-1 (depdésito No. (DSMZ): DSM
17851) .

¢ termo ‘“prebidticos/prebidtico” no presente

contexto se refere a substéncias que promovem uma
microfleora balanceada gquando administradas em adequadas
gquantidades a um hospedeiro. Exemplos incluem os nutrientes
para as bactérias probidticas, as substé@ncias gue promovemn
a aderéncia ao hospedeiro para as bactérias probidticas,
substincias reguladoras do pH e produtos extracelulares das
bactérias probidticas.

O termo “inibidor de micrdbio” tem o significado
de inibic8o do crescimento, colonizacgfo e/ou sobrevivéncia
de outros microorganismos.

0 termo ‘“produto extracelular” tem o significado
de produtos secretados nas culturas de bactérias
probidticas, cujos produtos extracelulares apresentam um
efeito antimicrobiano. 0 produto extracelular é obtido de
culturas de células bacterianas através, por exemplo, de
filtrac8o, centrifugacdo ou de ambos os procedimentos, e o©
resultante sobrenadante compreendendo ) produto
extracelular possul atividade antimicrobiana UGtil em uma
composicdo inibidora de micrdbio.

0 termo ‘artigo higiénico” se refere a produtos
gue sdo colocados contra a pele do usuario para absorver e

conter exudatos do corpo, como, por exemplo, urina, fezes e
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fluido menstrual, cujos artigos podem também ser usados
para liberar bactérias probidticas para essas &reas. A
invenc8o se refere, principalmente, &a artigos higiénicos
descartaveis, o gque significa artigos gque ndo sdo
idealizados de serem lavados ou, de outro modo, recuperados
ou reutilizados como artigos higiénicos, apds o uso.
Exemplos de artigos higiénicos descartdaveis incluem os
produtos de higiene feminina, tais como, toalhas
higiénicas, forros de calgas, calgas higiénicas, insertos e
tampdes femininos; fraldas e fraldas-calc¢a para criancgas e
adultos que sofrem de incontinéncia urindria; elementos
almofadados para incontinéncia; insertos de fraldas e

similares.

Descric8c Detalhada da Invencgio

A presente invencdo & idealizada para solucionar
o problema do crescimento, colonizagdoc e/ou sbbrevivéncia
de micrcorganismos patogénicos na area urogenital e/ou em
um artigo higiénico durante o uso do mesmo.

Esse problema, na presente invencédo, &
solucionado mediante aplicac8o em um artigo higiénico, de
um produto extracelular de pelo menos uma bactéria
probidtica e/ou pelo menog uma bactéria probidtica e pelo
menos um aditivo, na forma de um Acido orgédnico gue
apresenta um valor de pKa que ndo excede a 5,5 e/ou um sal
do mesmo, formando em conjunto, uma composigdo inibidora de
micrébio.

Deve ser obgsexrvado que, logicamente, uma
combinacédo de duas ou mais linhagens bacterianas
probidticas pode ser usada para produzir o produto
extracelular da invencdo. Logicamente, também € possivel se
usar uma combinacio de pelo menos duas linhagens
bacterianas em uma composic8o inibidora de micrdbio, de

acordo com a presente invencgdo.
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0 estado da técnica divulga artigos higiénicos
compreendende somente bactérias probidticas ou produtos
extracelulares das mesmas. Entretanto, o efeito inibidor de
micrdbioc nem sempre &€ completamente satisfatdrio, existindo
diversos problemas para‘se superar, gquando da producido e
armazenamento de artigos higiénicoes contendo
microorganismos wvidveis, conforme anteriormente discutido.

Na presente invencdo, fol desccoberto gue mediante
adicio de um aditivo - na forma de um 4dcido orgédnico tendo
um valor de pKa ndo superior a 5,5, preferivelmente, ndo
superior a 5, e/ou um sal do mesmo - a uma bactéria
probidética ou produtos extracelulares da mesma, ocorre um
surpreendente grande aumento na 1inibigdo da Candida
albicans e de diversos outros microorganismes, CoOomo, por
exemplo, E.coli e §. Saprofyticus.

A presente invencdo, em algumas modalidades,
também objetiva reduzir os problemas relativos a retencio
do efeito inibidor de micrdbic do artigo higiénico durante
o armazenamento. Uma vez gue todo o efeito em algumas
modalidades e pelo mencs partes do efeito em outras
modalidades & originério de uma composicio que,
substancialmente, ndo compreende organismos vivos, O
problema da manutencdo dos organismos em forma wvidavel e,
assim, em atividade funcional, ¢é eliminadec ou reduzido.

As figuras a e 5 mogstram uma modalidade

exempiificativa de uma toalha higiénica (1), a gual
compreende uma folha superior permedvel a liguido (2), uma
folha de forro (3) e uma estrutura absorvente (4), incluida
entre as ditas folhas. 2 folha superior permeavel a

liquido (2) peode sexr composta de um material n8o-tecido,
por exemplo, um material lilgado por fiacgdo, um material
soprado em estade fundido, um material cardado, um material
hidro-emaranhado, um material formado por firas suspensas

em &agua, etc. Adecuados materiais ndo-tecidos podem ser
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compostos de fibras naturais, tais como, fibras de polpa de
madeira ou fibras de algoddo, fibras sintéticas, tais como,
fibras de poliéster, fibras de polietileno, polipropileno,
viscose, etc., ou uma mistura de fibras naturais e
sintéticas. 0O materxrial de folha superior pode ainda ser
composto de fibras de cénhamo, gue podem ser ligadas entre
si conforme wum padrdo de ligagdo, como, por exemplo,
divulgade no documento de patente EP-A-1 035 818. Outros
exemplcs de materiais para a folha superior incluem as
espumas porosas, filmes de pldstico perfurado, etc. Os
materiais adequados ccmo materiais para folha superior
devem sger macios e ndo-irritantes para a pele, além de
serem facilmente penetrados pelos fluidos do corpo, tais
como, a urina ou o fluido menstrual.

2 folha superior (3) pode consistir de um filme
de plastico fino, por exemplo, um filme de polietilenc ou
polipropileno, um material ndo-tecido revestido com um
material impermedvel a ligquido ou, um material ndo-tecido
hidrofdébico resistente a penetragdo de liguido. Laminados
de filmes de pléstico e materiais ndo-tecidos podem também
ser usados. O material da folha de forro ¢ preferivelmente
respirdvel, de modo a permitir o escape de vapor da
estrutura absorvente, ao mesmo tempo em gque evita a
passagem de liquidos através do mesmo.

A folha superior (2) e a folha de forro (3)
apresentam uma extensdo um pouco maior no plano do gue a
estrutura absorvente (4), se estendendo lateralmente para
fora das bordas para formar porgdes salientes (5). As
camadas (2} e (3) s8o ligadas ente si dentro das porgdes
salientes (5), por exemplo, por meio de colagem ou soldagem
térmica ou ultra-sdnica. A folha superior e/ou a folha de
forro podem ainda ser fixadas & estrutura absorvente por
meio de gualguer método conhecido na técnica, como, por

exemplo, mediante adesivos ou por meic soldagem térmica ou

/8
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ultra-sdbnica. A egtrutura absorvente pode, também, nio ser
fixada & folha superior e/ocu a folha de forro.

Meios de fixacdo na forma de uma regldo adesiva
(6) s&8o providos sobre o lado da folha de forroc gue se
defronta ao usudric durante o uso. 0O adesivo pode ser
fixado de forma liberdvel & roupa de baixo do usuidrio. U
papel de liberacgdo (7) protege a regido adesiva (6) antes
do uso. A regido adesiva (6) pode apresentar gualguer
adequada configuracgdo, tal como, de tiras alongadas ou
transversaig, de pontos, Areas totalmente revestidas, etc.

Em outras modalidades (ndo ilustrado) de artigos
higiénicos de acordo com a invencdo, outros tipo de
fixadores, comc fixadores de atrito, etiquetas tipo fita ou
fixadores mec8nicos, como, por exemplo, fixadores de gancho
e alga, etc., podem ser usados para fixar os artigos a
roupa de baixo ou em volta da cintura do usuadrio. Alguns
artigos higiénicos se apresentam no formato das calgas e,

portantce, ndo precigsam de meios de fixac8o especiails. Em

outros casos, © artigo higiénico ¢é wvestido em calcgas
elasticas egpeciais, sem a necessidade de fixadores
adicionais.

A estrutura absorvenie (4) pode ser de qualgquer
tipo convencional. Exemplcos de materiais absorventes gue

normaimente se apresentam incluem polpa de. penugem

celuldsica, camadas de tecido, polimeros altamente
absorventes {os chamados materiais superabsorventes),
materiais de espuma absorvente, materiais nédo-tecidos

absorventes ou similares. E comum se combinar polpa de
penugem celuldésica com materials superabsorventes em uma
estrutura absorvente. E também comum se dispor de
estruturas absorventes compreendendo camadas de diferentes
materiais com diferentes propriedades com relacdo a
capacidade de aguisicédo de ligquidos, capacidade de

distribuicdo de ligquidos e capacidade de armazenamento. Tal
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matéria € bem conhecida pelos especialistas versados na
técnica e, portanto, ndc deverd descrita com maiocres
detalhes. 0Os corpos absorventeg finos, que s8o comuns nos
atuais artigos higiénicos, normalmente, compreendem uma
estrutura mista comprimida ou laminada de polpa de penugem
celuldsica e material superabsorvente. O tamanho e a
capacidade absorvente da estrutura absorvente podem ser
variadcs, para se adequarem a diferentes usos, tais como,
toalhas higiénicas, forros de calcgas, elementos almofadados
e fraldas de incontinéncia para adultos, fraldas de bebés,
fraldas-calga, etc. Em alguns casos, 08 artigos higiénicos
se apresentam na forma de um elemento de insercdo feminino
ou uma insercdoc de incontinéncia sem nenhuma funcéo
absorvente, sendo a funcgdo principal desse artigo, portar e
possivelmente liberar, por exemnplo, uma substincia
promotora de saude. Exemplos de elementos de insercéo
incluem uma camada n&o-tecida, um filme plastico pexrfurado
ou uma camada de espuma ou laminados da mesma, todos,
preferivelmente, com meios de fixac8o a uma vestimenta. O
dito elemento de inserc¢do pode, opcionalmente, compreender
uma folha de forro (3).

Um objetivo da presente invencio ¢ proporcionar
artigos higiénicos, tais como, toalhas higiénicas, fraldas-
calca, fraldas, protetores de incontinéncia, etc.,
adeqguados para absorgdo de fluidos do COorpo e,
simultaneamente, apitos a liberar uma composicio inibidora
de micrdbio (8) que deve ser transferida para a pele ou,
alternativamente, adeguados para inibir o crescimento de
microorganismos indesejédvelis no préprio artigoe em si
durante © seu uso.

Deve ser entendido gque o artigo higiénico
descrite acima e mostrado nos desenhos representa apenas

exemplos ndo~limitativos e gue a presente invencdo nio esta
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limitada ao mesmo, podendo ser usada em guaisguer dos tipos
de artigos higiénicos dentre os definidos acima.

2As bactérias probidticas gque s&o adequadas para
uso na presente invencgdo produzem, na maloria dos casos,
dcido e, em todos os casos, g8o nido-patogénicas. Existem
diversas bactérias adeguadas identificadas abaixo, embora a
invencdo néo seja limitada a egpécies e linhagens
baéterianas atualmente conhecidas, na nmedida em gque &
funcidc e objetivos acima das bactérias probidticas sdo
atendidos.

Uma importante caracteristica da bactéria
probidtica produtora de Acido lActico é a sua capacidade de
produzir &cido lactice e, em alguns casos, também outros
acidozg, em que os ditos aAcidog aumentam a acidez da mucosa
da pele, o que ajuda na prevengdo do crescimento,
colonizacdo e sobrevivéncia de indesejados fungos e
bactérias. Assim, através do mnecanismo de producdo de
dcido, essas bactérias probiodticas inibem o crescimento da
competicdo e das bactérias e fungos perigosos. Outras
importantes caracteristicas das ditas bactéxias ihcluem a

sua capacidade de preoduzir perdéxido de hidrogénio e outras

substancias inibidoras de micrébios e, tambémn, sua
capacidade de aderéncia as superficies celulares, dessa
forma, evitando a adesdo de ouras bactérias e fungos

perigosos nessas superficies.:

As bactérias probidticas tipicas de utilidade
numa composicdo inibidora de micrdbio da presente invencdo
sdo todos 0s elementos das agpécies Lactobacillus,
Lactococcus ou Pediococcus, que sgio eficientes produtores

de &dcidos, incluindo, também, og elementos nZo-patogénicos

da espécie Bacillus, todos o©s elementos das egpécies
Bifidobacterium e Pseudomonas Ilimbergii, conguanto gue
ocutras determinadas espécies gejam egpecialmente

preferidas, conforme desgcrito abaixo.
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0Os elementos preferidos da espécie Lactobacillus

incluem Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus casei, Lactobacillus cereale,
Lactobacillus delbrukeii, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus gaserii, Lactobacillus Jjensenii,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus thermophilus,
Lactobacillus paracasal sp. paracasai, Lactobacillus

crispatus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus lactis,
e outros.

Particularmente preferidas s&c ag novas bactérias
Lactobacillus fermentum, Ess-1 e Lactobacillus plantarum,
LB 931. A LB 931 foi descoberta como sendo valiosa para a
prevengidc e/ou tratamento de infec¢des urogenitais, na

medida em gue inibe o crescimento de um grande numero de

microorganismos patogénicos, por exemplo, conforme
mencionado no documento de patente EP 1060240. A
Lactobacillus fermentum, Ess-1 (depdsito No. (DSMZ): DSM

17851) foi depositada de acordo com o Tratado de Budapeste,
no Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen,
GmbH {Magscheroder Weg 1b, D~38124, Braunschweiqg)
(depositante, Essum AB, Box 3160, SE 90304 Ume&d, Suécia,
depositado em § de Janeiro de 2006).

Deve ser observado gue, embora nos exemplos
abaixo, onde apenas duas linhagens de Lactobacilli foram
utilizadas, essas linhagens de bactérias devem apenas ser
vistas como um modelo para a bactéria probidtica de
utilidade na prdtica da presente invencdo. Portanto, os
exemplos abaixo ndo devem ser vistos como limitativos da
presente invenc3o. E idealizado que quaisquer bactérias
precbidticas possam ser usadas na composicgdo.

Em uma modalidade da presente invencdo, gquando a
composig8do inibidora de micxdbio compreende um produto

extracelular e pelo menos um dos ditos aditivos, a dita
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composicdo & substancialmente isenta de bactérias
probidticas. E verificado que ¢& extremamente dificil se
fabricar uma composigdo gque seja totalmente isenta de
bactérias probidticas, portanto, as bactérias probidticas,
preferivelmente, ndo estao presentes na composigdo
inibidora de micrdébic numa guantidade superior a 100
CFU/ml.,, mailis preferivelmente, ndo superior a 10 CFU/ml.
Essa composicdo tem a vantagem de apresentar exigéncias de
armazenamento menos rigorosas, uma vez gque o produto
extracelular € mais duravel do gue © microorganismo.

0 produto extracelular da presente invencgio &
obtido de uma cultura bacteriana. As bactérias adeguadas
para a presente invengdo secretam produtos tendo atividade
antimicrobiana, © gque ¢é Util para o8 objetivos da presente
invencdo. A fim de se cobter os produtos extracelulares, as
culturas celulares sdo colhidas, conforme descrito abaixo,
e o sobrenadante ¢é obtido mediante procedimentos de
centrifugacgéo ou filtragéo ou mediante ambos oS
procedimentos. 0 sobrenadante assim obtido apresenta uma
atividade inibidora de micrdbioc devido aos produtos
extracelulares nele contidos. Um exemplo de como o produto
extracelular pode sgser preparado se encontra descrito no
Exemplo 3.

0 produto extracelular pode se apresentar na
forma de sobrenadante, quando obtido diretamente de uma
cultura bacteriana, mas, também, é possivel concentrar e/ou
purificar posteriormente o sobrenadante. Por purificacgdo,
significa dizer que algumas das substéncias inibidoras de
micrdbio s&o isoladas, por exemplo, mediante cromatografia,
cristalizac8c ou destilacdo e usadas separadamente ou em
combinagidc com outras substdncias isoladas.

0 aditiwvo que é adicionado as bactérias
probidticas e/ou ao produto extracelular na presente

invencdo estd na forma de um &cido orgénico ou um sal do

23
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mesmc. A0 egscolher o dito aditivo, logicamente, isso deve
ser feito considerando a seguranca do produto. 0Os acidos
orgdnicos ou o©s correspondentes sais devem ser de tal
natureza, que gquando da aplicagdo dos mesmos em um artigo
higiénico, eles nido devem causar nenhuma irritacdo na pele
do usudario do artigoe higiénico, portanto, o pKa do &cido
orgdnico, gquando medido em agua sob temperatura de 25°C,
ndo deve, preferivelmente, ser inferior a 2. Se os valores
de pKa, ao contrario, forem demasiadamente altos, os acidos
orgédnicos ou seus gals estario, principalmente, na forma de
dcidos. Isso significa que o aditivo nao sera
suficientemente dissociado no ion hidrogénio e na sua forma
anibdbnica desprotonada, que, se acredita, ser um pré-
requisito, a fim de se obter o dito efeito sinergistico
inibidor de micrdbio com a bactéria probidtica efou o
produtc extracelular da mesma. Portanto, o wvalor de pKa
para o adequado &acido orgénico da presente invencdo deve
ser inferior a 5,5, preferivelmente, inferior a 5. Se o
dcido organico adequado para a presente invencdo tiver mails
de um valor de pKa, pelo menos um desses valores deverd ser
inferior a 5,5, preferivelmente, inferior a 5.

Quando o produto extracelular se apresenta na
forma de um sobrenadante, a solubilidade desses acidos
orgénicos ou dos - gais correspondentes deve sexr
suficientemente alta, de modo gue o dito aditivo possa ser
dissclvido no sobrenadante. Alternativamente, gquando o
aditivo se apresenta numa forma seca sobre o© artigo
higiénico, a solubilidade do aditivo deve ser de tal
natureza que o aditive rapidamente entre na forma de
solucdo, guando em contato com os fluidos do corpo, durante
0 uso do dito artigo higiénico.

Numa modalidade preferida da presente invengido, o
aditivo é escoeolhido dentre acido acéticeo, acido propidénico,

Aacilido lactico, acido ascoérbico, fenilalanina, acido
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citrico, &cido butirico, &cido wvalérico, &cido caprdnico,
acide succinico e/ou um sal dos mesmos. Preferivelmente, o
dito aditivo = escolhido de acido acético, acido
propiénico, &cido lactico, &cido ascérbico, fenilalanina,
dcido citrico ou &dcido succinico, e/ou um sal dos mesmos.
Mais preferivelmente, o dito aditivo & escolhido de acideo
ascédrbico, dcido acético, acido propibnico, &cido succinico
e/ou um sal dos mesmos.

Numa modalidade da invencdo, o sal € um sal de
sddio. Sals especialmente preferidos incluem proplionato de
sédioc ou acetato de sddio.

Quando um artige higiénico da presente invencio
compreende bactérias probidticas, estas s3o0, tipicamente,
providas em guantidades de cerca de 10°-10'* CFrU de
bactérias probidticas wviaveis por artigo. Tipicamente, as
bactérias se apresentam na forma de células ou esporos gue
s3o providos numa suspensdo que € aplicada ao artigo
higiénico que depois & seco. Preferivelmente, o artigo
higiénico ira compreender cerca de 10%-10!° CrFRU por artigo
higiénico, embora essas gquantidades possam variar,
dependendo da aplicacdo especifica, formulacdo do produto e
uso pretendido.

Se o artigo higiénico compreender o prcduto
extracelular ao invés das bactérias probidticas, o artigo
higiénico, tipicamente, ira compreender cerca de 0,5-100
ml:, preferivelmente, cerca de 1-10 mL do produto
extracelular.

Em combinacdoc com o produto extracelular, o dito
aditivo, tipicamente, ¢ adilclonado com uma concentracdo de
5-1060 nM. Quando combinado somente com as bactérias
probidticas, o dito aditivo ¢é tipicamente adicionado ao
artigo higiénico em gqguantidades de 0,15 mg - 2,6 g,

preferiveilmente, 0,3 mg - 0,3 g, embora essas guantidades
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possam variar, dependendo da aplicac8o especifica, da
formulacdo do produto e do uso pretendido,

A  composicdo inibidora de micrdbio pode ser
diretamente aplicada ac teclido higiénico de acordo com a
invencio ou pode ser provida em um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel, o qual pode intensificar a
transferéncia da composigdo inibidora de micrdébio, cujos
exemplos de taig veiculog incluem agentes wviscosos, como,
por exemplo, petrolato, &leo ou uma cera.

Numa meodalidade preferida, a composicio inibidora
de micrébio se apresenta na forma de uma suspensdo, dita
suspensdo podendo ser aplicada diretamente ao artigo
higiénico mediante impregnacgdo, pulverizacdo, impressdoc ou
outros métodos, apds o que o tecido higiénico pode ser
seco, por exemplo, medliante aplicacido de calor.

Em outra modalidade preferida, a composicéo
inibidora de micrdébioc se apresenta na forma de um pd. O pd
pode sger misturado com o ditc veiculo farmaceuticamente
aceitdvel ou ser Jdiretamente aplicado ao tecido higiénico
como um pd, neste caso, preferivelmente, sobre a estrutura
absorvente ou entre a estrutura absorvente e a folha
superior, conforme ilustrado na figura 5. No caso em gue O
pé e misturado com um veiculo farmaceuticamente aceitdwvel,
essa mistura pode ser aplicada ao artigo higiénico por meio
de impregnacdo, pulverizacdo, impress&c ou método similar,
apds © que o artigo higiénico pode ser seco. Um artigo de
liberagdco, do tipc de uma bolsa separada, possivelmente
impermeavel a umidade, fixada a folha superior do artigo
higiénico, constitui também uma vantajosa maneira de
liberar a dita composicdo inibidecra de micrdbio.

0O pd, de acordo com o0 exposte acima, pode ser
cbtido mediante evaporacgdo da suspensdo mencionada acima,
por meio de secagem através de aplicag¢do de calor, secagem

por convecgdo, secagem por pulverizacdo, secagem por

~e
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congelamento, ou métodos similares. Pode ser necessdrio
ainda se moldar a composicgdo inibidora de micrdbio, a fim
de se obter um pdé fino. As bactérias probidticas,
preferivelmente, sdo secas por congelamento.

A composicdo inibidora de micrdbio pode ser
colocada sobre gualguer local do artigo higiénico, na
medida em cque a mesma entra em contato com o usudrio do
artigo higiénico quando de sua utilizag8io. A composicgéo
inibidora de micrdbio (8) & preferivelmente localizada na
folha superior do artigo higi&nico, conforme mostrado na
figura 4.

Numa modalidade alternativa preferida, mostrada
na figﬁra 5, a composicio inibidora de micrébio (8) estéd
localizada entre a folha superior (2) e a estrutura
absorvente (4).

Quando o teéido higiénico compreende bactérias
probidticas vivas, as bactérias devem ser protegidas da
umidade. O artigo higiénico, portanto, pode ser
hermeticamente incluido em uma embalagem impermedvel a
umidade. 0 documento de patente WO 00/76878 fornece um
exemplio de tal embalagem impermedvel 'é umidade. Outro
exemplo de como as bactérias podem ser protegidas da
umidade &€ mediante uso de um sistema de liberacgdo, conforme
exemplificado, por exemplo, no documento de patente WO
02/28446.

Outra possibilidade ¢ liberar a dita composigdo
inibidora de micrdbio separadamente, numa forma gque seja
conveniente de se aplicar diretamente a um artigo
absorvente pelo usudrio, por exemplo, em sua forma liquida,
na forma de um pd, dispersa em uma logdo ou em um Sleo. O
meic para aplicar a dita composicgdo inibidora de mnicrdbio
pode ser um spray, um dispositivo de rolamento, um tubo, um

frasco, uma ampola, uma tira ou um bastdo.

o3
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Em um adicional aspecto da invencdo, a composicdo
inibidora de micrdbio é usada em combinacdo com o artigo
higiénico de acordo com a invencéo.

Outro aspecto da invenclo consiste em preparar um
artigo higiénico, compreendendo a aplicacdo da dita

composicdo inibidora de micrdbio ao dito artigo higiénico.

Sec8o Experimental

Teste 1

0 objetivo desse teste foi determinar se os
aditivos selecionados afetaram o crescimento da cCandida
albicans e se uma aperfeigoada inibicgdo do crescimento pode
ser alcancada quando esgsses aditivos s8o adicionados aos
produtos extracelulares da Lactobacillus plantarum, LB 931.
Os aditivos usados nesse teste foram Acido ascdrbico, &cido
citrico, fenilalanina, &cido acético, dcido propibnico e
propionato de sdédio.
Método
Linhagem de Germes

Uma amostra clinica isolada de Candida albicans
(designada €. albicans 702) foi usada como linhagem de
teste. A amostra fol idsclada da wvagina de uma mulher
sofrendo de candidiase wvaginal.
Controle

Como controle, foli usado caldo de cultura puro de
dMRSs (caldo de MRS sem adigdo de acetato de sdédio). Um
volume especificado foi transferido para os pogos de uma
prlaca de microtitulacdo e fol deixado secar ao ar
(temperatura de 45°2C em um periodo minimo de 20 horas).

Produto Extracelular {(ECP)

Culturas de LB 931 cultivadas em caldo de dJdMRSs
foram centrifugadas para granular as células, gue foram

filtradas em condicdo estéril, usando um filtro de 0,22 um

8
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(filtro Millipore, Bedford, USA) , a fim de obter o
sobrenadante de LB 931 compreendendo o produto extracelular
de LB 931. Um volume especificado de sobrenadante filtrado
estéril foi transferido para os pogos de uma placa de
microtitulagdo e foi deixado secar ao ar (temperatura de
452C em um periodo minimo de 20 horas) e, apds isso,
novamente suspenso em agua destilada esterilizada, para
atingir uma concentracao trés vezes maior, sendo
transferidos 200 ul para as placas de microtitulacdo de 96
POGos.

Produto Extracelular com Aditivo

Os aditivos foram adicionados numa concentracio
final de 50 mM em tubos contendo o sobrenadante filtrado
estéril de LB 931. Um volume especificado de sobrenadante
filtrado estéril foi transferido para os pogos de uma placa
de microtitulagdo e foli deixado secar ao ar (temperatura de
45°2C em um periodo minimo de 20 horas) e, apds isso,
novamente suspenso em Aagua destilada esterilizada, para
atingir uma concentracdo trés vezes malior (isto é, o volume
de &gua destilada esterilizada é cerca de 1/3 do volume
especificado, antes da secagem), sendo transferidos 200 nL
para as placas de microtitulacgdo de 96 pogos.

Caldo de Cultura com Aditiwvo

Cs aditivos foram adicionados com uma
concentrac¢éo final de 50 mM no caldo de cultura dé dMRSs. O
PH foi ajustado para o mesmo valor de pH do produto
extracelular com aditivo, para o© respectivo aditivo. Um
volume especificado fol transferido para os pocos de uma
placa de microtitulacdo e £fol deixado secar ao ar
(temperatura de 452C em um periodo minimo de 20 horas) e,
apds isso, novamente suspenso em agua destilada
esterilizada, para atingir uma concentracido trés vezes
maior, sendo transferidos 200 uL para as placas de

microtitulacdo de 96 pocos.
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Em seguida, a Candida foi adicionada para uma
concentracio final de aproximadamente 10° células por poco
e a placa de microtitulac8o foi incubada a temperatura de
37eC durante 24 horas. O pH para os diferentes aditivos
variou entre 3,4 + 0,2. O pH do caldo com aditivo e produto
extracelular com aditivo foi sempre o mesmo.

0O teste foi blindado, de modo gue nio poderiam

ocorrer opiniBes previamente concebidas mascarandc os

resultados. A inibicdo da Candida foi avaliada e
classificada por duas pessoas usando um gabarito, numa
escala de cincoc (5) para zerc (0), baseada em cbservacdes

visuais de turbidez, com um valeor médio calculado sendo
apresentado. Os pogos contendo forte crescimento da Candida
no caldo puro de dMRSs foram classificados como cinco (5),
engquanto os pogcos sem nenhum crescimento wvisual foram
classificados como zero (0).

Resultados

Conforme pode ser wvisto na figura 1, poucos
aditivos provaram afetar o crescimento da Candida, embora o
pH estivesse bastante baixo. 0 produto extracelular de LB
931 foi efetivo na inibicdo da Candida. Esse efeito foi
surpreendentemente intensificado pela adicdo dos aditivos
aos produtos extracelulares da LB 931. Para todos os
aditivos em combinagdo com o produto extracelular de LB 931
foi alcancado um efeito inibidor de crescimento bastante
satisfatdério. O melhor efeito foi alcancado guando foi
adicionado &cido propidnico ao produto extracelular de LB

931 (absolutamente, nenhum crescimento).

Teste 2

O objetive desse teste foi determinar se os
aditivos selecionados afetaram o crescimento das bactérias
e se uma aperfeig¢oada inibicdco do crescimento pode ser

alcancada quando esses aditivos s&o adicionadces a0s

e ®
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produtos extracelulares da Lactobacillus plantarum, LB 931.
Os aditivos usados nesse teste foram acetato de sdédio,
dcido succinico, propionato de sédio e acido acético.
Método
Linhagens Bacterianas

Amostras clinicas iscladas de E. coli (degsignada
E. colid ) e de Staphyvlococcus saprophyticus (3.
saprophyticus 1) foram usadas como linhagens de teste. As
amostras foram iscladas do trato genital em mulheres com
infecgBes do trato urindrio.
Controle

Como controle, fol usado caldo de cultura puro de
dMl7s (caldo de MLl7 modificado pela adigdo de MnSO,
(concentraclo final de 0,04 g/L), MgSO, (concentracdo final
de 0,2 g/L) e glicose (concentracédo final de 20 g/L). 200
ML foram adicionados a placas de microtitulagido de 96
DPOCOS.

Produto Extracelular (ECP)

Culturas de LB 931 cultivadas em caldo de cultura
de AMl7s foram centrifugadas para granular as células, gue
foram filtradas em condigdo estéril, usando um £filtro de
0,22 um (filtro Millipore, Bedford, USA), a .fim de obter o
sobrenadante de LB 931 compreendendc o produto extracelular
de LB 931. 200 nL foram transferidos para as placas de
microtitulacdc de 96 pogos.

Produto Extracelular com Aditivo

Os aditives foram adicionados numa concentracdo
final de 50 mM em tubos contendo a suspensdc filtrada
esterilizada de LB 931. 200 pL foram transferidos para as
placas de microtitulacdo de 96 pogos.

Caldo de Cultura com Aditivo

Os aditivos foram adicionados com uma

concentragdo final de 50 mM no caldo de cultura de dMl7s.
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200 uL foram transferidos para as placas de microtitulacdo
de 96 pocos.

10 pl de uma cultura noturna de, respectivamente,
E.coli e 8. saprophyvticus, ambas diluidas 100 wvezes, foram
adicionadeos aos pogos na placa de microtitulagdo, a qual
foli incubada a temperatura de 372C durante a noite. O pH
foi ajustado para 6,9 em todos os experimentos.

0 teste foi blindado, de modo dque ndo .poderiam
ocorxer opinides previamente concebidas mascarando os
resultados. A inibig8o, respectivamente, da E. coli e S.

saprophyvticus fol avaliada e classificada por duas pessoas

-usando um gabarito, numa escala de cinco (5) para zero (0},

baseada em observagdes visuals de turbidez, com um wvalor
médio calculadce sendo apresentado. 08 pocos contendo forte
crescimento, respectivamente, da E. c¢oli e S. saprophyticus
no caldo puro de dMl7s foram classificados como cinco (5),
enguanto o8 pogos sem nenhum crescimento visual foram
classificados como zero (0).

Resultados

Conforme pode ser wvisto na figura 2a, nenhum dos
aditivos testados iscladamente provaram afetar o
cregcimente da E. coli. © produto extracelular de LB 931
fol efetivo mna inibigdo da FE. coli. Esse efeitoc foi
surpreendentemente intensificado pela adicdo dos aditivos
aos produtos extracelulares da LB 931. Para todos os
aditives em combinacdo com © preoduto extraceluiar de LB
931, foi alcancado um efeito inibidor de crescimento
bastante satisfatodric.

Conforme pode ser wvigto na figura 2b, nenhum dos
aditivos testados isoladamente provaram afetar o)
crescimento da Staphvioceoccus saprophyticus. O produtd
extracelular' de LB 931 foi efetivo na inikicdoe da
Staphylococcus saprophyticus. Esse efeito foil

surpreendentemente intensificado pela adicio dos aditivos

4 g?
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aos produtos extracelulares da LB 931. Para todos os
aditivos em combinacdo com o produto extracelular de LB
931, foi alcancado um efeito inibidor de crescimento

bastante satisfatério.

Teste 3

O objetivo desse teste foili avaliar a inibicdo
melhorada de Candida albicans, quando ) produto
extracelular de Lactobacillus fermentum, Ess-1, foi

combinade com os aditivos de Acido ascdrbico e Acido
propidnico.
Método

A Bss-1 foi cultivada em fase estaciondria em
calde de dMRSs {(caldo de MRS sem adigido de acetatoe de
56dic) . A cultura bacteriana foli centrifugada para granular
as células, que foram filtradas em condic8o estéril, usando
um filtro de 0,22 um (filtro Millipore, Bedford, USA), apds
o qgque foi obtido o sobrenadante compreendendo o produto
extracelular. Acido propidénico e &cido ascdédrbico foram
adicionados numa concentracdc final de 50 mM em tubos
contendo o produto extracelular. 0 pH do filtrado foi
ajustado para o valor de pKa do respectivo dcido (4,2 para
o &cido ascérbico e 4,87 para o acido propidnico} e 200 uL
foram transferidos para pPOgCos de uma rlaca de
microtitulacdc de 96 pogos. A . albicans foi adicionada
para uma concentracdo final de aproximadamente 5 x 10* CFU
nL™? a cada poco. As placas foram incubadas durante 20 horas
a temperatura de 37°C e o crescimento foi avaliado e
classificado por duas pessoas usando um gabarito, numa
escala de cinco para zero, baseada nas observacdes wvisuails
de turbidez, com um valor médio calculado sendo
apresentado. 0g pocos contendo forte crescimento da Candida

noe caldo de cultura puro de dAMRSs foram classificados como

AR
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cinco, enguante o0s pocos sem nenhum crescimento wvisgual
foram classificados como zero.

Resultados

Um  inesperado aumento de inibicdoc foi obtido
quando o sobrenadante de Ess-1 foi combinado com o &cido
ascdérbico ou o Acido propidnico, conforme pode ser wvisto

nas figuras 3A e 3B, respectivamente.

Teste 4

0 objetivo desse teste fol avaliar a aperfeicoada
inibicdc da Candida albicans, a partir da adicdo de acetato
de sdédio em combinag¢do com células em crescimento de
Lactobacillus plantarum, LB 931.

Método

Duas placas foram feitas com dgar M17 e duas com
Agar MRS. O melc de MRS (desenvolvido por De Man, Rogosa e
Sharpe), ¢é um meic de cultura comumente usade para a
Lactobacillus. 0 Agar MRS, da Merck, contém 5 g de acetato
de gddio por litro de &gar. O Agar M17 (um Oxdide) & um
substrato comercial similar para & Lactobacillus, porém,
sem a adigdo do acetatoc de sdédio. 0Os meios de &dgar foram
preparados conforme descrito nas embalagens.

A Lactobacillus plantarum, LB 931, fol cultivada
no caldo de MRS, sob temperatura de 372C, com CO; a 5%,
durante 24 horas. A Candida albicans, 702, foli cultivada no
caldo de cultura de M17, sob temperatura de 37°C, durante
24 horas.

Alguns furos {didmetro de 10 mm) foram
puncionados nas placas e preenchidos com tampdes de 250 ul
de misturas de Agar, contendo aproximadamente uma.
guantidade de 10’ LB 931 no &agar de MRS. As placas Fforam
deixadas por 30 minutos e depols incubadas por 24 horas &
temperatura de 372C com CO; a 5%. A cultura durante a noite

da C. albicans em um caldo de M17 foi diluida 10 vezes e

o &
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foi espalhada sobre a superficie de cada placa. As placas
foram depois incubadas durante 24 horas a temperatura de
372C. Como controles, os furos (dif@metro de 10 mm) £foram
preenchidos somente com agar de MRS.

As placas foram avaliadas com relacdo a inibicgdo
do crescimento da Candida albicans. As zonas em volta dos
tampdes sem nenhum crescimento da Candida foram medidas
(didmetro em mm) .

Resultados

Og tamanhos das zonas podem se vistos na Tabela

1, abaixo.

Agar na Placa de Tampé&o somente com Tampdo com LB 931
Petri Agar (0 rm) (0 mm)
Agar de MRS o 18,8
Agar de M17 0 9]
Agar de MRS 0 18,1
Agar de M17 0 0

A LB 931 cresceu satisfatoriamente em todos os
tampdes em gue a LB 931 havia sido inoculada. Nio occorreram
zonas sem O crescimento da Candida sobre as placas com agar
de M1l7. Sobre as placas de &gar de MRS ocorreram 2zonas
evidentes em torno dog tampdes da LB 931, mas n80 ocorreram
zonas em torno dos tampdes somente com agar.

A LB 931 foi aplicada em quantidades
razcecavelmente baixas sobre as placas, © que pode explicar
como, substancialmente, nenhuma inibic8o da Candida foil
observada sobre as placas de Agar de M1l7. Isso, entretanto,
indica a eficiente inibig8oc da Candida devido ao efeito
sinergistico da LB 931 e do aditivo, no presente caso,

acetato de sédic compreendido no meio MRS.

)
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Exemplos
Os exemplos seguintes correlacionados & presente
invencgdo sdo apenas ilustrativos e ndo devem, logicamente,
serem considerados como exemplos especificos limitativos da

invencdo.

Exemplo 1: Isolamento e Tipificacdo da Ess-1
0 objetivo inicial desse egtudeo € iseolar e
tipificar uma linhagem de TILactobacillus gque 1inibe o

crescimento de Candida albicans e Candida glabrata em

grande proporgio, comparado a outras linhagens de
Lactobacillus. '
Método

Linhagens de Germes

Amostras clinicas isoladas de Candida albicans e
Candida glabrata foram usadas como linhagens de teste.
Essas amostras foram isoladas de wvaginas de mulheres com
candidiase vaginal e de mulheres saudaveis.
Selegdo T

Cerca de- 140 linhagens de Lactobacillus,
origindrias da pele humana, garganta, dentes, fezes de
bebés, vegetais e sementes foram cultivadas em caldo de
cultura de MRS e estampadas sobre placas de dgar de MRS. As
rlacas de Agar foram incubadas sob condigl8es anaerdbicas a
temperatura de 372C. Além disso, agar de SAB (Sabouraud)
(LAB M, Bury, UK) foi derramado sobre o &gar de MRS e
deixado congelar. A cultura de C. albicans foli semeada
sobre o Agar e as placas foram incubadas aerobicamente a
temperatura de 372C. Uma avaliac8o visual da inibigdo foi.
feita. As linhagens gue inibiram a . albicans, igualmente
cou em maior proporcdo gue a linhagem de referéncia
Lactobacillus plantarum, LB 931, foram selecionadas para

posterior selecdo (selecdo II).

T
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Selecdo II

Suspensdes de lactobacilos cultivadas em caldo de
dMRSs (caldo de MRS sem a adic8o de acetato de sédio) foram
centrifugadas e filtradas em condic8o estéril. O filtrado &
dagui em diante chamado de Filtrado isento de Células de
Lactobacillus, LCF. Um volume especificado foi transferido
para os poc¢os de uma placa de microtitulacido e foi deixado
secar ao ar; depois, foi novamente suspenso em Agua
destilada esterilizada, para alcancar uma concentracdo trés
vezes maior e transferido para placas de microtitulacgdo de
96 pocos. A Candida foi adicionada a todos os frascog (trés
isolados de C. albicans e C. glabrata, respectivamente,
foram usados}. A inibicdo foi avaliada mediante observacdo
visual da turbidez e classificada por duas pessoas usando
um gabarito numa escala de c¢inco para zero. O0s pPocos
contendo forte crescimento da Candida sp. em caldo puro de
dMRSs foram classificados como (5) c¢inco, enguanto os pocos
sem nenhum crescimento visual foram classificados como (0)
Zeroc.

Tipificagcdo da API e Tipificacd3o Genética

A identificagdo do nivel de espécies foi feita
usando o sistema API 50 CHL (bioMerieux, Franca), seguindo
as instrucgdes do fabricante. ©s dadogs dogs testes de
fermentagdo foram analisados usando o software Lab Plus da
APT. A tipificagao genética fol feita por DSMZ {(Deutsche
Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen, GmbH )

mediante andlise de seqiiéncia parcial do rRNA 15S.

Resultados

Todas as linhagens foram avaliadas de acordo com
a capacidade de inibicdo de crescimento contra a C.
albicans mna selecdo I. Vinte e trés (23) linhagens de
Lactobacillus com resultados compardveis ou que foram

superiores aos da LB 931 foram selecionados para a selecdo

O
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II. Além dessas 23 linhagens de Lactobacillus, trés foram
linhagens de referéncia e a maioria das linhagens foi
isclada do trato oral.

A Ess-1 provou ter uma capacidade global de
inibir o crescimento da Candida. Nenhuma das linhagens de
Lactobacillus testadas foi similar & atividade da Ess-1,
com relacio ao efeito sobre a C. albicans e C. glabrata. O
padrdo de fermentacdoco de carboidratos e a tipificagéo
genética para a Ess-1 mostraram gue a mesma pertence a
espécie Lactobacillus fermentum.

Caracterizacgdo da Ess-1

O rDNA 168 da linhagem Ess-1 (DSM 17851) foili analisado
pelo DSMZ (Deutsche Sammlung wvon Mikroorganismen und
Zzellkulturen, CrbH) mediante seglenciamento direto de cerca
de 450 nucleotideos de rDNA 168 amplificados por PCR. A
extracdo gendmica do DNA, a amplificacgdo mediada por PCR do
rDNA 16S e a purificacic do produto do PCR foram realizadas
conforme anteriormente descrito (Rainey, F. A. e outros,
Int. J. Sys. Bacteriol., 1996(46): 1088- 1092). Os produtos

de PCR purificados foram seqglienciados wusando o Kit

CEQ™DTCS-Quickstart (Beckamn Coulter), seguindo as
instrugdes do fabricante. Os produtecs reacionais da
seqiiénecia foram submetidos & eletroforese usando o Sistema
de Andlise CGenético CEQ™S8000.

Os dados da seqgiéncia resultante foram colocados
dentro do editor de alinhamento ae2 (Maidak, B. L. e
outros, Nucl. Acids Res., 1999(27):171-173), alinhados
manualmente e comparados com as seqgliéncias representativas
do gene de rRNA 165 do organismo pertencente a espécie
Firmicutes (Maidak, B. L. e outros). Para comparacdo, as
seqiidncias do gene de rRNA 16S foram obtidas da base de

dados EMBL ou RDP (Maidak, B. L. & outros).
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Como resultado dessa andlise, a seguinte Tabela 2
relaciona ©s organismos cujas seqgliéncias do gene de rRNA
168 mostram Os valores de similaridade mais altos,

comparados com seqiéncila de rDNA 16S da Ess-1.

Tabela 2
Ijnhageﬁl % de similaridade da seqiiéncia do
gene de IRNA 16S com a Ess-1

Lactobacillus fermentum ATCC 14931 99,3

Lactobacillus fermentum KRM 99,0

Lactobacillus malefermentans DSM 5705 85,5

Lactobacillus rossiee ATCC BAA-822 88,9

Lactobacillus suebicus DSM 5997 86,9

Lactobacilius vaccinostercus DSM 20634 87.2

A seqléncia parcial do gene de rDNA 168 da
linhagem Ess-1 mostra a similaridade mais alta com a
Lactobacillus fermentum. Conseqiientemente, a linhagem de
Ess-1 pode representar uma linhagem de Lactobacillus
fermentum, mas, também, pode representar uma nova espécie

do género de Lactobacillus.

Exemplo 2 — Producdoc de Lactobacillus Probidtica

Em escala laboratorial, um wvasgo esterilizado
contendo, por exemplo, caldo de MRS é inoculado com um
inoculado puro da desejada linhagem Jde Lactobacillus. O
caldo de cultura com bactérias €& incubado durante a noite
sob temperatura de 3728C e, preferivelmente, com uma
atmosfera de CO, a 5%. As células podem depois ser lavadas
usando centrifugacdo e solucdo salina estéril. Actcar
protetor, amido ou proteinas podem ser adicionados e a

masga celular é seca por congelamento e moida.
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Pm escala de produgdo, o© processamento do lote
semeado ¢é fermentado em dJdiferentes etapas até entrar emn
escala de produgdo. A producdo ¢é controlada e otimizada
para a linhagem especifica a ser produzida. 2pds a
fermentacdoc, a cultura & lavada e/ou apenas concentrada
usando microfiltracido de fluxo cruzado ou centrifugagdo.
Substéncias protetoras de acordo com o exposto acima séo
adicionadas e as células podem ser secas por congelamento e

moidas ou secas por pulverizagdo.

Exemplo 3 - Producdo de Produto Extracelular a partir, por
exemplo, de Lactobacillus

Em escala laboratorial, a cultura noturna da
linhagem probidtica é produzida como no Exemplo 2. Apds
filtracdo ou centrifugag¢do, © sobrenadante & coletado. O
sobrenadante pode ser concentrado mediante evaporacdo ou
ser completamente seco, por exemplo, através de secagem por
conveccdo em ar seco, secagem por congelamento ou secagem
por pulverizacdo.

Em escala de producgdo, a cultura bacteriana e
fermentada em conformidade com o Exemplo 2. O produto
extracelular ¢é obtido na forma de um filtradoc usando
microfiltracdo de fluxo cruzado ou um sobrenadante usando
centrifugacdo. Também, nesse caso, a cultura pode sexr ainda
concentrada mediante evaporacgdo ou gser completamente seca

mediante, por exemplo, secagem poxr pulverizacgdo.

Exemplo 4 - Forxrmulagtes
- Forro de Calcga com Agente anti-Candida

0 produto & Dbaseado em um forro de calga
comercializado padrio, como, por exemplo, os extra-forros
Libresse® (comercializados pela SCA Hygiene Products, AB),
aos quais o produto extracelular de Ess-1 em combinacdo com

um aditive é adicionado, de acordo com o seguinte: 10 mL do

Q
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produto extracelular de Ess-1 s8o evaporados para 1 mlL, =2a0s
quals 3,7 mg de Acido propidnico s&o adicionadas. 0O produto
extracelular com &cido propidnico & disposto sobre a
superficie do forro de calcga, a qual é depois seca antes da
embalagemn.
-~ Almofada Leve de Incontinéncia com Reduzido Crescimento
Bacteriano e Controle de Odor

Q0 produto é baseado em um elementce comercializado
padrdo, tipo almofada leve de incontinéncia, tal como,
Tena® Lady Normal (comercializado rela SCA Hygiene
Products, ABR), ao qual os produtos extracelulares de LB 931
s8o0 adicionados, de acordo com o seguinte: 100 mL do
produto extracelular de 1B 931 s8c misturados com 1 g de
dcido citrico. A mistura € evaporada e seca, apds o gque, ©
pd & homogeneamente misturade no nucleo absorvente do
elemento tipo almofada.
- Forro Leve para Aperfeicoada Higiene Genital

0 produto é baseado em um forro de calcga
comercializado padrdo, como, por exemplo, os forros leves
Libresse® (comercializados pela SCA Hygiene Products, AB),
aos qguais os produtos extracelulares de Ess-1 e LB 931 s&o
adicionados, de acordo com © segulnte: 5 mL do produto
extracelular ‘de Ess-1 e 5 mL do produto extracelular de LB
931 sdo misturados e evaporados para 1 mL, aos quais 4,1 mg
de acetato de sdédio sdo adicionadas. A mistura & evaporada
e seca e © pd € migturado com 0,1 g de cera de silicone e,
finalmente, disposta no centro da folha superior do forro.

Deve ser observado gque mesmo que todos os trés

exemplos das formulacdes compreendam somente a
Lactobacillus plantarum, LB 931, e/ou Lactobacillus
fermentum, Ess-1, como bactérias probidticas, todas as

bactérias probidticas adequadas para a presente invengdo,

conforme anteriormente descrito, podem também ser usadas.

N
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REIVINDICACOES
1. Artigo higiénico (1), tal como, uma toalha

higiénica, um forro de calcga, um protetor de incontinéncia,
uma fralda, um elemento almofadado de incontinéncia, um
elemento de insercdo feminino, um tampdo, ou elementos
similares, caracterizado pelo fato de compreender uma folha
superior (2), dito artigo higiénico (1) compreendendo ainda
uma composigdo inibidora de micrdbio (8), dita composicgdo
inibidora de micrdébio contende um produto extracelular de
pelo menos uma bactéria probidética e/ou pelo menos uma
bactéria probidtica e pelo menos um aditivo na forma de um
dcido orgénico, o gqual apresenta um valor de pKa gque néo
excede a 5,5, e/ou um sal do mesmo.

2. Artigo higiénico, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que o dito
valor de pKa ndo excede a 5.

3. Artigo higiénico, de acordo com quaisguer das
reivindicagBes 1 ou 2, caracterizado pelo fato de gque o
dito produto extracelular se apresenta na forma de um
sobrenadante, obtido mediante centrifugacdoc ou filtracgdo de
uma cultura de uma bactéria probidtica.

4. Artigo higiénico, de acordo com qgquaisquer das

reivindicacgdes 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que a

dita composicgdo inibidora de micrdbio (8) compreende pelo
menos uma bactéria probidtica e pelo mencos um dos ditos
aditivos.

5. Artigo higiénico, de acordo com cquaisquer das
reivindicages 1 a 3, caracterizado pelo fato de que a dita
composicdo inibidora de micrdbio (8) compreende pelo menos
uma bactéria probidtica, um produto extracelular de pelo
menos uma bactéria probidtica e pelo menos um dos ditos

aditivos.
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6. Artigo higiénico, de acordo com gquaisquer das
reivindicagBes 1 a 3, caracterizado pelo fato de gue a dita
composiciao .inibidora de micrdbio (8) & substancialmente
isenta de bactérias probidticas, preferivelmente, a dita
bactéria probidtica ndo estando presente numa quantidade
superior a 100 CFU/mL, mals preferivelmente, nd3oc superior a
10 CFU/mL.

7. Artigo higiénico, de acordo com qualisguer das
reilvindicac8es anteriores, caractexrizado pelo fato de gque a
dita bactéria probidtica é uma bactéria produtora de &cido
lactico.

3. Artigo higiénico, de acordo com a
reivindicac8o 7, caracterizado pelc fato de cque a bactéria
produtora de acido lactico €& Lactobacillus plantarum, LB
931 ou Lactobacillus fermentum, Ess-1 ou uma combinacgio das
mesmas .

9. Artigo higiémico, de acordo com gquaisguer das
reivindicagdes anteriores, caracterizado pelo fato de que o
dito aditivo & escolhido de 4&cido acético, acido

propidnico, &cido léactice, &cido ascdrbico, fenilalanina,

dcido citrico, 4dcido butirico, &dcido valérico, A4cido
caprdnico, dcido succinico e/ou um sal dos mesmos,
preferivelmente, o dito aditive ¢ escolhido de A&cido

acético, &acido propidnico, &cido léctico, &cido ascérbico,
fenilalanina, acido citrico ou acido succinico e/ou um sal
dos mesmos, mais preferivelmente, o ditco aditivo é
egcolhido de acido ascdrbico, adcido acético, acido
propidnico, &cido succinico e/ou um sal dos mesmos.

10. Artigo higiénico, de acoxrdo com a
relvindicacgdo 9, caracterizado pelo fato de gque o dito sal
& um sal de sdédio, preferivelmente, propionato de sédio ou
acetato de sddio.

11. aArtigo higiénico compreendendo uma composicéo

inikbidora de micrdbic (8), de acordoe com dguaisquer das

<44
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reivindicagdes anteriores, caracterizado pelo fato de que a
dita composicdo inibidora de micrdbio (8) estd localizada

na folha superior (2).

12. Kit, compreendendo a dita composigdo
inibidora de micrdbio (8), conforme definido nas
reivindicacgbes 1-10 e o dito artigo higiénico (1),

caracterizado pelo fato de que a dita composicdo inibidora
de micrdbio (8) é provida separadamente do dito artigo
higiénico (1).

13. Kit, de acordo com a reivindicacdo 12,
caracterizado pelo fato de gue a dita composicido inibidora
de micrdbio (8) & provida de uma ampola, um frasco, um
tubo, um dispositivo de rolamento, tal como, um bastdc ou
um spray.

1l4. Uso da composig¢do inibidora de micrdbio (8),
de acordo com quaisquer das reivindicacdes 1-10,
caracterizado pelo fato de gue o dito uso & feito en
combina¢do com o dite artigo higi&nico (1).

15. Método de preparac¢dc de um artigo higiénico
{1), de acordo com dguaisguer das reivindicaces 1-11,
caracterizado pelo fato de compreender a aplicacio da dita
composicdo inibideora de micrdbio (8) ao dito artigo

higiénico (1).

&
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RESUMO

“ARTIGO HIGIENICO COMPREENDENDO UMA COMPOSICKO INIBIDORA DE

MICROBIO~”

A presente invengdo se refere a um artigo

higiénico (1), tal como, uma toalha higiénica, um forro de
calca, um protetor de dincontinéncia, uma fralda, um
elemento almofadado de incontinéncia, um elemento de
inser¢do feminino, um tampédo, ou elementos similares,

compreendendo uma folha superior (2), dito artigo higiénico
{1} compreendendo ainda uma composicdo inibidora de
micrdébio (8), dita composig¢do inibidora de micrdébio
contendo um produto extracelular de pelo menos uma bactéria
probidtica e/ou pelo menos uma bactéria probidtica e pelo
menos um aditivo na forma de um dcido orginico, em gque pelo
menos um de seus valores de pKa nio excede a 5,5, e/ou um

sal do mesmo.
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