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Resumo: Com o crescente aumento da resisténcia aos antimicrobianos pelos micro-
organismos patogénicos, surge uma ameacga crescente a saude publica mundial,
sendo necessarias agdes por parte de todos os setores do governo e da sociedade.
Neste sentido, estudos sobre microrganismos probidticos podem gerar resultados
promissores devido a capacidade destes em produzir substancias que podem inibir o
crescimento de patégenos. Desta forma, o presente trabalho teve como obijetivo
observar capacidade de microrganismos probiéticos em gerar um efeito inibidor sobre
o crescimento de cepas bacterianas de Escherichia coli. Para tanto, 6 espécies de
Lactobacillus foram cultivas em agar MRS, utilizando o método de “spot test", apos
crescimento as bactérias foram submetidas a vapores de cloroférmio, em seguida, as
cepas de Escherichia coli foram inoculados em BHI semi-sdlido, sobre os spots com
0 objetivo de avaliar a formagao de halos de inibicdo. Lactobacillus acidophilus e L.
bulgaricus foram as espécies com maior eficacia, inibindo 78,5% das cepas de E. coli
testadas, por outro lado, L. helveticus e L. jonsonii nado apresentando bom nivel de
inibicdo. Diante dos resultados da pesquisa, conclui-se que uso de probidticos pode
ser uma boa alternativa, como um coadjuvante no controle de bactérias que causam
danos a saude humana.

Palavras-chave: Probidticos. Lactobacillus. Escherichia coli. Efeito inibidor.
Resisténcia aos antimicrobianos.

INTRODUGAO

As infec¢des bacterianas, em todo o mundo, sdo responsaveis pelo uso
difundido de medicamentos da categoria antimicrobiana. Dentre as principais
bactérias que acometem o ser humano, temos a Escherichia coli como uma das
espécies de maior destaque. Tais microrganismos estao relacionados aos diversos
tipos de infec¢des existentes e podem apresentar resisténcia aos antimicrobianos
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mais utilizados e, assim, prejudicar na terapéutica deste processo (ABRANTES;
NOGUEIRA, 2021).

Com o crescente aumento da resisténcia aos antimicrobianos pelos micro-
organismos patogénicos, surge uma ameacga crescente a saude publica mundial. Em
consequéncia deste problema, podemos perder a capacidade de tratar doencas
infecciosas comuns, 0 que resulta em doenga prolongada, com maior risco de
propagacao, incapacidade e morte, além disso, aumenta o custo da atencdo médica
com estadias mais longas e uso cuidados mais intensivos (NEZHAD; BARZEGAR,;
ESMAEILI, 2020).

Diante deste cenario, é requerido acado de todos os setores do governo e da
sociedade, sendo assim, cada vez mais se faz necessario o estudo para novas
descobertas de moléculas antimicrobianas ou a utilizagdo de combinagdes sinérgicas
para inibir o crescimento desses microrganismos. Neste sentido, os microrganismos
probidticos, que quando ingeridos em doses adequadas e com frequéncia, trazem
diversos efeitos benéficos a saude do hospedeiro, podem contribuir devido a sua
capacidade de produzir substancias que podem inibir o crescimento de patdgenos
(KERRY et al., 2018).

Segundo Oelschlaeger (2010) trés possiveis mecanismos de atuagdo sao
atribuidos aos probidticos, sendo o primeiro deles a supressao do numero de células
viaveis, através da producdo de compostos com atividade antimicrobiana, a

competicao por nutrientes e a competigao por sitios de adesao.

O segundo desses mecanismos € a alteracdo do metabolismo microbiano,
através do aumento ou da diminui¢ao da atividade enzimatica. O terceiro € o estimulo
da imunidade do hospedeiro, através do aumento dos niveis de anticorpos e o
aumento da atividade dos macréfagos. Servin (2004); Lavermicocca et al. (2005);
Saad (2006) afirmam que os géneros de probibticos Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp. sao capazes de inibir a proliferagcdo de bactérias patogénicas
através da producgédo de acidos organicos, da redugéao do pH e da produgao de outros
metabalitos como peroxido de hidrogénio e bacteriocinas.
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Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito de inibigao
de espécies de Lactobacillus, comercializadas em capsulas manipuladas, sobre o

desenvolvimento de cepas de Escherichia coli.

METODOS

As capsulas contendo os microrganismos probidticos foram adquiridas em
farmacias de manipulacdo da cidade de Volta Redonda-RJ. No que se refere aos
microrganismos patdgenos foram utilizadas as cepas de Escherichia coli presentes
nas culturas de células do UniFOA.

Para deteccdo da atividade antimicrobiana de substancias produzidas pelas
cepas de Lactobacillus sobre os patdégenos, foi empregado o método do agar “spot
test”. Para tanto, as culturas ativadas de Lactobacillus contendo 10° UFC/mL, foram
inoculadas em “spots” de 5 yL, em placa de Petri contendo agar MRS, adicionado de
2 g/L de bicarbonato de sddio, secas a temperatura ambiente por 30 minutos, e
posteriormente incubadas a 37°C por 18 horas. Em seguida, as placas foram deixadas
em contato com vapor de cloroférmio, empregando-se algoddo embebido com o
mesmo por 40 minutos, apds o que foram deixadas por mais 40 minutos abertas para
liberagdo dos vapores de cloroférmio. Em seguida foram adicionados as placas, 10
mL de agar Brain Heart Infuse (BHI) semi-sdlido, contendo células dos patégenos
numa concentragdo de aproximadamente 10° UFC/mL. Posteriormente, as placas
foram incubadas por mais 18 horas a 37°C, e observadas as zonas de inibicao por
meio da formagéao de halos ao redor das colénias de Lactobacillus (DE MARTINIS et
al., 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 6 espécies de microrganismos probioticos, rotulados como
sendo das espécies Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus, L. helveticus, L.
rhaminosus, L. reuteri e L. johnsonii. As células patogénicas utilizadas foram todas da
espécie Escherichia coli na concentracdo de aproximadamente 10° UFC/mL e
utilizando-se diferentes cepas. As zonas de inibicao foram determinadas pelo didmetro

da circunferéncia ao redor das colbénias de Lactobacillus (Tabela 1).
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Tabela 1 - Tamanho médias das zonas de inibicdo (mm) das diferentes espécies de Lactobacillus

frente as cepas de Escherichia coli

Cepas de

E. coli L. acidophilus L. bulgaricus L. helveticus L. rhaminosus L. reuteri L. johnsonii
1 22,5 10 - - - -
2 25 15 20 20 22,5 -
3 13,5 - - 16 13,5 23
4 36 14 - - 21,5 7,5
5 27 30,5 - - - -
6 16,5 10 - 26 15 -
7 - 23,5 - 19 - -
8 - 30 30 19,5 12,5 -
9 20,5 24 - 19 12,5 -
10 - - - - - -
11 20 20 - 13 18,5 13,5
12 20 - 15,5 18,5 12,5 -
13 31 29 - 13,5 - -
14 15,5 20 - 19,5 10 -

Fonte: O autor

L. acidophilus e L. bulgaricus foram as espécies que tiveram o melhor resultado,
visto que cada uma apresentou zonas de inibigao frente a 11 das 14 cepas de E. coli
utilizadas, o que representa um total de 78,57% de eficacia. Além da produgao de
acidos organicos como o acido latico e acético, € provavel que as duas espécies
também tenham produzido bacteriocinas, uma vez que o uso de bicarbonato no meio
serve justamente para neutralizar o efeito da acidez. Bacteriocinas sdo peptideos com
propriedades bacteriostaticas, uma vez que criam poros na membrana plasmatica ou

intervém nas vias enzimaticas de algumas espécies (JUIZ; RIBEIRO; PASSOS; 2017).

Conforme Pereira e Gomez (2007) a atividade antimicrobiana, marcada pela
producdo de substancias como as bacteriocinas, podem impedir a colonizagdo do
trato digestorio por patégenos, evitando o surgimento de processos infecciosos. Além
das bacteriocinas, outra substancia com efeito inibidor produzida por Lactobacillus é
o peréxido de hidrogénio, de acordo com Brolazo (2009) os acidos organicos,
bacteriocinas e peroxido de hidrogénio atuam em conjunto na inibicdo de bactérias

patogénicas.
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Em seguida, L. rhaminosus, com 71,42% e L. reuteri, com 64,28%, foram as
outras espécies com resultados de inibicdo satisfatorio. Por outro lado, L. helveticus e
L. johnsonii com apenas 21,42% de eficacia, foram aquelas que apresentaram os

piores resultados, inibindo apenas 3 cepas.

Em relagdo as cepas de E. coli, 2 delas foram inibidas por 5 espécies de
Lactobacillus diferentes, 7 cepas foram inibidas por 4 probidticos testados, 1
apresentou-se inibida por 3 Lactobacillus e 3 se mostraram sensiveis por 2 espécies.
Vale destacar que apenas uma cepa do patdgeno foi capaz de resistir a todos os
probioticos testados. Esses resultados demonstram que a utilizagdo de probioticos em

“pool” podem apresentar os melhores objetivos.

Poppi et al. (2015), avaliando o efeito do sobrenadante de isolados de
Lactobacillus sp. sobre Escherichia coli O157:H7, observaram maior atividade
inibitéria quando utilizaram o “pool” em comparacgao as culturas individuais. De acordo
com os autores, a melhor atividade do “pool” esta relacionada com o efeito sinérgico
das substancias produzidas pelos Lactobacillus, enfatizando a importancia da seleg¢ao

precisa das cepas para aplicacdes probidticas.

CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos conclui-se que, além dos efeitos ja conhecidos,
como melhoramento do transito e da microbiota intestinal, os microrganismos
probidticos possuem grande potencial antimicrobiano. Das 6 espécies de
Lactobacillus testadas individualmente, apenas 2 n&o obtiveram resultados de inibicdo
contra cepas de Escherichia coli. Sendo assim, € promissor o enfoque em pesquisas
voltadas para o uso desses Lactobacillus no auxilio ao combate as bactérias que
resistem a antibiéticos tradicionais, sendo um ponto chave no avango da microbiologia

e biotecnologia nas mais diversas aplicagées com relagao a saude.
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