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RESUMO

A formacgdo de biofilmes estd envolvida com o aumento da incidéncia de importantes
patdgenos bacterianos multirresistentes a terapias antimicrobianas convencionais, sendo
constatada a presenca de enterobactérias resistentes a maltiplos antibioticos em alimentos in
natura. Dessa forma, surge a necessidade da busca por novas formas de controle microbiano.
Como possivel estratégia de prevencdo, espécies de Lactobacillus vém sendo associadas a
dispersdo de biofilmes formados por micro-organismos patogénicos. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi analisar a atividade antimicrobiana e antibiofilme de sobrenadantes de
Lactobacillus cell-free sobre isolados de Escherichia coli multirresistentes. Para isto, foram
utilizadas quatro cepas de E. coli isoladas de filés de tilapia (P12, P25, P35 e P36) e trés cepas
probidticas (LA 14, L. acidophilus ATCC 4356 e L. rhamnosus ATCC 9595). O perfil de
susceptibilidade antimicrobiana dos isolados de E. coli foi verificado por meio de sistema
automatizado VITEK®2. Para avaliacdo da atividade antagonica dos probiéticos foi utilizada a
técnica de spot overlay, com medicdo do didmetro de inibicdo. Os sobrenadantes cell-free
produzidos foram testados quanto ao seu efeito antimicrobiano, por meio de microdiluicdo em
placa entre as concentracdes de 6,25 a 50%. A ac¢do antibiofilme foi avaliada apos tratamento
de biofilme pré-formado por 12 h pelas cepas de E. coli, por meio da técnica de coloracao por
cristal violeta a fim de verificar alteracbes sobre a biomassa de biofilme. Como resultado,
verificou-se que as amostras apresentam um perfil de resisténcia a ampicilinas, cefalotina e
quinolonas. Quanto ao teste de antagonismo, todas as cepas probitdticas demonstraram alta
capacidade de inibicdo (escore de inibicdo > 6 mm) sobre os isolados de E. coli
multirresistentes. As cepas patogénicas foram susceptiveis a atividade antimicrobiana dos
sobrenadantes produzidos, com Concentracdo Inibitoéria e Bactericida Minima variarando
entre 12,5 a 50%. Entretanto, os mesmos ndo mantiveram seu efeito apds neutralizacéo, o que
pode sinalizar que o resultado inibitério esteja relacionado com a producdo de acidos
organicos. Com relacao ao efeito antibiofilme, todos os probioticos analisados foram capazes
de reduzir o biofilme pré-formado, com destaque para a cepa comercial que apresentou
percentuais de inibicdo por volta de 50% da biomassa. Portanto, as preparacoes cell-free
produzidas pelos Lactobacillus do presente estudo podem representar ferramentas para uma

possivel superacdo dos mecanismos de resisténcia apresentados por isolados E. coli.

Palavras-chaves: Enterobactérias; Probiéticos; Antimicrobianos.



ABSTRACT

The term biofilm describes the life form characterized by the microbial adhesion to a surface
with the production of extracellular polymeric substances, constituting a gelatinous network
that protects the cells. Biofilms formation is involved in the increasing incidence of important
multidrug resistant bacterial pathogens to conventional antimicrobial therapies, being verified
the presence of enterobacteria isolated from fresh foods resistant to multiple antibiotics. Given
this context, it is necessary to search for new forms of microbial control. Lactic acid bacteria,
including Lactobacillus species, have been associated with the prevention or dispersion of
biofilms formed by pathogenic microorganisms. Therefore, the aim of this work was to
evaluate the antimicrobial and antibiofilm activity of the cell-free supernatants produced by
Lactobacillus strains on multi-drug resistant E. coli isolates. For this, the profile of
antimicrobial susceptibility of E. coli strains was identified by the VITEK®2 automated
system. For the evaluation of the antagonistic activity of probiotics, the Spot Overlay
technique was used, with measurement of the inhibition halos. The cell-free supernatant
produced by Lactobacillus was tested for its antimicrobial effect by plaque microdilution of
the supernatant with the concentrations ranging 6,25 a 50%. The antibiofilm action was
evaluated after treatment of preformed biofilm for 12 h, using a Crystal Violet staining
technique to verify changes in biofilm biomass. As a result, the samples were found to be
resistant to ampicillins, cephalothin and quinolones. As for the antagonism test, all probiotic
strains demonstrated high inhibitory capacity (inhibition scores > 6 mm) against multiresistant
E. coli isolates. The isolates were susceptible to antimicrobial activity of the supernatants
produced, with Minimal Inhibitory and Bactericidal Concentrations ranging from 12.5 to
50%. However, no effect was observed after neutralization, which indicate that the inhibitory
action may be related to the production of organic acids. Regarding the antibiofilm effect, all
the analyzed probiotics were capable to reduce the preformed biofilm, standing out the
commercial strain, that was capable to inhibit around 50% of the biomass. Therefore, the cell-
free preparations produced by Lactobacillus from the present study may represent tools for a

possible overcome of resistance mechanisms presented by E. coli isolates.

Keywords: Enterobacteria; Probiotics; Antimicrobials.
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1 INTRODUCAO

As bactérias em seu habitat natural podem ser encontradas aderidas a superficies
diversas, geralmente compondo um ecossistema estruturado altamente dindmico, que atua de
maneira coordenada, com producdo de substéncias poliméricas extracelulares, constituindo
uma rede gelatinosa que protege as células (SCHIEBEL et al., 2017).

Praticamente todas as bactérias podem crescer como biofilme, sendo
metabolicamente diferentes das bactérias suspensas isoladas em uma cultura pura
(FURUKAWA, 2015). O desenvolvimento inicia a partir de uma resposta que as células
planctonicas dao a sinais de estresse ambientais em busca de aumentar suas chances de
sobrevivéncia, alterando a expressao de centenas de genes. Assim, o resultado é a emergéncia
de um fendtipo mais vantajoso e um aumento adaptativo de sua resisténcia as condicdes
desfavoraveis (HALL; MAH, 2017).

Os biofilmes estdo associados a numerosos casos de infecgdes cronicas em
humanos, ja que também sdo capazes de crescer em superficies do corpo ou em dispositivos
médicos (HOIBY et al., 2011). Além disso, apresentam resisténcia inerente a antibioticos e a
defesa imune do hospedeiro, sendo uma das caracteristicas mais marcantes dessas
comunidades (BJARNSHOLT et al., 2013; DE LA FUENTE-NUNEZ et al., 2013). Esses
agregados podem requerer doses mais elevadas de quimioterapicos, considerando que sua
tolerancia é de 1.000 vezes maior que as de células planctdnicas (HANEY et al., 2018).

A formacdo de biofilmes estd envolvida com o aumento da incidéncia de
importantes patdgenos bacterianos multirresistentes as terapias antimicrobianas convencionais
(FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2017). Tal efeito esta relacionado a mecanismos multifatoriais
que limitam a a¢do de componentes antimicrobianos, como a produgdo de p-lactamases, a ma
ligacdo e difusdo de antibidticos mediada pela matriz extracelular, alteracBes fisioldgicas
devido a lentas taxas de crescimento, entre outras propriedades especificas (HALL; MAH,
2017). Portanto, é possivel que a combinacéo de diferentes estratégias de defesa possa ser um
passo promissor no combate aos biofilmes (BJARNSHOLT et al., 2013).

A Organizacdo Pan-americana da Saude (2017) publicou sua primeira lista de
“agentes patogénicos prioritarios” resistentes aos antibidticos que representam ameaga para a
saude humana. A lista destaca, em particular, as bactérias Gram-negativas resistentes a
multiplos antibidticos, entre elas as Enterobacteriaceae. Essas bactérias possuem capacidade
inata de encontrar novas formas de resistir ao tratamento e séo capazes de transmitir material

genético, o qual permite que outras bactérias também se tornem resistentes aos farmacos,
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como ampicilinas e cefalosporinas de primeira, segunda e até mesmo terceira geracgao
(HENRIQUES:; VASCONCELOS, 2013).

No contexto da seguranca de alimentos, os biofilmes também representam uma
preocupacdo. Pesquisadores alertam que o ambiente aquatico atua como responsavel pelo
desenvolvimento de resisténcia a antibioticos, sendo constatada a presenca de enterobactérias
resistentes a mdaltiplos antibiéticos em isolados de peixe (CAPKIN; TERZI; ALTINOK,
2015). No Brasil, o uso indiscriminado de drogas no cultivo em fazendas de camarao resultou
no isolamento de enterobactérias com altos indices de resisténcia antimicrobiana a farmacos
(VIEIRA et al., 2010).

Nesse contexto, surge a necessidade de explorar novas formas de controle
microbiano. Atualmente, probioticos estdo sendo estudados em virtude de seu potencial efeito
protetor contra infeccBes bacterianas, destacando-se como um tratamento terapéutico
alternativo (OSAMA et al., 2017). Além disso, especificamente as bactérias produtoras de
acido lactico, vém sendo associadas a prevencdo ou dispersdo de biofilmes formados por
micro-organismos patogénicos (MIQUEL et al., 2016). Espécies de Lactobacillus sdo as
principais bactérias probidticas utilizadas para fins clinicos (MIYAZAKI et al., 2010).

Esta claro que o combate aos biofilmes é dificil, especialmente aqueles formados
por bactérias multirresistentes a antibiéticos (FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2017). Dessa
forma, destaca-se a importancia da compreensdo da correlacdo entre a multirresisténcia a
antibidticos, apresentadas por diversos micro-organismos, com as habilidades individuais de
formarem agregados celulares complexos, a fim de auxiliar no desenvolvimento de novas
estratégias para controle de infeccBes causadas por biofilmes.

Portanto, existe uma correlacdo entre a resisténcia multipla a antibioticos
apresentadas por isolados de enterobactérias com as propriedades individuais de formacéo e
desenvolvimento de biofilmes? A aplicacdo biotecnoldgica de cepas de Lactobacillus como
probidticos pode representar uma ferramenta de combate aos biofilmes microbianos,
superando mecanismos de resisténcia bacteriana? Sendo assim, a proposta desse trabalho ¢
verificar a atividade antibiofilme e antimicrobiana do sobrenadante de Lactobacillus sobre

isolados de Escherichia coli farmacorresistentes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Enterobactérias e Doencas Intestinais Infecciosas

A familia Enterobacteriaceae compreende um grupo heterogéneo de bactérias, na
forma de bacilos Gram-negativos, anaerobios facultativos, fermentadores de glicose, podendo
ser moveis ou imdveis. Entre 0s 27 géneros e centenas de espécies englobadas por essa
familia, alguns sdo patogénicos e outros podem causar doencgas oportunistas. Podem ser
encontrados no solo, &gua, plantas, além do trato intestinal humano e de outros homeotermos
e dentre os principais acometimentos causados nos seres humanos estdo as gastroenterites e
infeccdes extraintestinais como no trato urinario e septicemias (BRASIL, 2013).

No Brasil, entre os anos 2000 a 2017, enteropatdgenos classicos foram
identificados como alguns dos principais agentes etioldgicos envolvidos em centenas de
surtos de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs), com destaque para a Escherichia coli
(BRASIL, 2018). Também sdo comumente relacionadas como causas de infec¢bes urinarias
(BRASIL, 2013; WHO, 2014). Apesar de comuns, essas infeccdes podem ser graves em
criancas, idosos ou pessoas que fazem uso de drogas imunossupressoras (OUWEHAND et al.,
2014).

Dentre as diversas infecgdes entéricas, destacam-se com frequéncia as causadas
por cepas patogénicas de Escherichia coli, podendo provocar diferentes casos de diarreias
infecciosas. Esse micro-organismo pode ser classificado em oito categorias: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli de difusamente aderente (DAEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli uropatogénica (UPEC) e E. coli septicemia
enteropatogénica (SEPEC) (MIYAZAKI et al., 2010; SCHIEBEL et al., 2017).

Entre 2006 e 2017, mais de 20 surtos alimentares causados por diferentes estirpes
de E. coli foram notificados apenas nos Estados Unidos. Com destaque para as linhagens
shiga toxigénicas (STEC), responsaveis anualmente por mais de 265.000 infec¢des, 3.600
hospitalizacdes e até 30 dbitos (CDC, 2018). De acordo com a Organizagdo Mundial de
Saude, as doencas diarreicas de origem alimentar afetam 550 milhdes de pessoas e causam
230.000 mortes anualmente, principalmente em criancas, das quais 96.000 vao a 6bito (WHO,
2015).
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A diarreia representa um sintoma comum nas doengas intestinais infecciosas e
caracteriza-se pela eliminagdo de trés ou mais fezes liquidas por dia ou de consisténcia
reduzida, ou em numero de vezes maior do que o usual. Ela pode ser classificada em aguda,
quando tem duracdo inferior a 14 dias, ou em persistente, quando a duracdo é superior a 14
dias (WHO, 2018).

A formagdo de biofilmes estd envolvida na colonizagdo intestinal por
enteropatdgenos, sendo responsavel por quadros persistentes de diarreia, principalmente em
paises em desenvolvimento (BLANTON et al., 2018). As infeccBes intestinais séo
desencadeadas através de etapas sequenciais, que vao desde a adesdo do patégeno as células
epiteliais intestinais, até a formacdo e maturacdo do biofilme. O resultado serd o
estabelecimento de uma infeccdo persistente, ja& que nesses casos as células patogénicas
encontram-se menos susceptiveis a acdo de agentes antimicrobianos e a fagocitose por células
de defesa do hospedeiro (MIYAZAKI et al., 2010).

Na industria de alimentos esses microbios podem ser inativados por um método
bastante utilizado que é o tratamento térmico, porém algumas cepas podem apresentar
moderada resisténcia ao calor (LI; GANZLE, 2017). Essa resisténcia, apesar de ser menor do
que a apresentada pelos esporos, representa um problema na industria de alimentos que pode
acarretar na persisténcia microbiana e ocorréncia de DTAs. O problema pode ainda ser
agravado quando a resisténcia ao calor esta combinada ao potencial de formacéo de biofilmes
(MARTI et al., 2017).

As infeccBes causadas pelas bactérias da familia Enterobacteriaceae estdo
intimamente relacionadas ao desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana, representando
um crescente problema mundial (OUWEHAND et al., 2014; SOARES et al., 2016). Isolados
de E. coli causam infeccdes com elevada resisténcia a multiplos antibi6ticos em paises em
desenvolvimento como a india. Entre os anos de 2008 a 2013, essas espécies apresentaram
um aumento de 70-85% na resisténcia a fluoroquinolonas ¢ a um amplo espectro de -

lactdmicos (HALDER; MANDAL, 2016).

2.2 Resisténcia Antimicrobiana

Uma das formas de terapia de maior sucesso na histéria da medicina é
representada pelo uso de antibiéticos (FRIEDMAN; TEMKIN; CARMELLI, 2015). Estes, que
podem ser de origem natural ou sintética, sdo substancias naturalmente produzidas por

determinados micro-organismos que, em pequenas concentracfes, sdo capazes de inibir o
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desenvolvimento de outros micro-organismos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). Porém, é
crescente 0 nimero de patdgenos resistentes aos antibidticos convencionais, comprometendo
assim a eficiéncia dessas drogas. Portanto, compreender os mecanismos envolvidos no
processo de resisténcia é fundamental no contexto do desenvolvimento de estratégias de
prevencéo (LIN et al., 2015).

Causas simples estdo associadas com a selecdo de cepas resistentes, tais como, a
prescricdo e o0 uso inadequado desses medicamentos, resultando em wuma alta
morbimortalidade entre os individuos afetados (DE OLIVEIRA; DE PAULA; ROCHA,
2015). No Brasil, uma pesquisa aponta que quase metade dos pacientes com infeccéo (44,7%)
ou colonizagdo pro micro-organismos resistentes (45,2%) evoluiram para 6bito em um
hospital do Parand (SOUZA et al., 2015). Um estudo de revisdo destacou uma estimativa que
em 2050, mais de 10 milhdes de pacientes podem morrer devido a resisténcia bacteriana, o
que significa que as bactérias podem causar mais 6bitos do que o céncer e as doencas
cardiovasculares (O’NEILL, 2014).

A baixa susceptibilidade a agentes antimicrobianos pode ter dois aspectos,
tolerancia e resisténcia. A primeira significa que as bactérias, apesar de ndo morrerem, ficam
incapazes de crescer na presenca da droga, enquanto que a segunda permite que a bactéria
cresga na presenca de antibioticos em concentracfes mais altas que doses terapéuticas. Em
geral, a tolerdncia envolve mecanismos fisicos, como a formacéo de biofilmes; fisiol6gicos,
relacionados ao estado metabdlico celular; e adaptativos, os quais sdo regulados a partir da
exposic¢do (BJARNSHOLT et al., 2013)

A resisténcia classificada como intrinseca € uma caracteristica que ocorre
naturalmente nos micro-organismos, ou Seja, sem uma exposicdo prévia ao antibidtico
(BAPTISTA, 2013). Enquanto que a resisténcia adquirida ocorre através de mutacdes
espontaneas, que surgem durante o crescimento bacteriano e/ou aquisicdo de DNA exdgeno,
por transformacéo, recombinacdo ou conjugacdo (CAG et al., 2016). A principal fonte de
transferéncia de genes entre 0s micro-organismos ocorre através de conjugacao, que permite a
translocacdo de grandes fragmentos de DNA entre duas células bacterianas que estejam
proximas entre si. Essa estratégia de difusdo genética é responsavel pela propagacdo de um
amplo espectro de genes de resisténcia a antibidticos entre diversas espécies de
enterobactérias (POULIN-LAPRADE; CARRARO; BURRUS, 2015).

A resisténcia pode ser explicada por alguns mecanismos, que podem aparecer
isolados ou atuar simultaneamente. Entre estes estdo trés vias principais: alteracdo da

permeabilidade do farmaco, modificacdo do alvo de ligacdo da droga e inativacdo do
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medicamento por acdo enziméatica (BJARNSHOLT et al., 2013; CAG et al., 2016). Os genes
que conferem resisténcia a antibidticos estdo amplamente espalhados na natureza, podendo
ser encontrados no solo, agua, humanos e animais. Varias classes de antibidticos vém
apresentando um comprometimento da sua eficacia. Os pB-lactamicos sdo utilizados para tratar
um alto numero de infecgbes bacterianas, sendo uma das classes mais acessiveis
mundialmente. Entretanto, a producdo de B-lactamases, principalmente as p-lactamases de
espectro estendido (ESBL), representa um problema mundial de saude publica. Outra classe
que compartilha dessa mesma dificuldade sé@o os aminoglicosideos, cuja crescente resisténcia
vem sendo atribuida a producéo de enzimas aminoglicosideo-modificadas (LIN et al., 2015).

Outro desafio em desenvolver antibi6ticos eficazes é identificar componentes que
sejam capazes de neutralizar as funcdes bacterianas de efluxo, pois este € um dos mecanismos
que contribuem significativamente com o aumento da resisténcia a multiplos antibioticos e
que apesar da ampla distribuicdo em diferentes tipos de micro-organismos, se destaca entre
bactérias Gram-negativas (CAG et al., 2016). A expressdo desse sistema é geralmente
controlada por reguladores transcricionais que podem reprimir ou ativar a transcricdo desses
genes (LIN et al., 2015).

Além dos mecanismos descritos, outra habilidade desenvolvida pelos micro-
organismos € a capacidade de formar biofilmes. A morfologia, a densidade celular nesses
conglomerados, assim como o estado fisiolégico das mesmas, sdo alguns dos fatores
envolvidos na resisténcia associada aos biofilmes (BJARNSHOLT, 2013). Além disso, a
presenca de exopolissacarideos e DNA extracelular pode representar uma barreira que reduz e
dificulta a difusdo de antibioticos (MIQUEL et al., 2016).

Pesquisadores também vém tentando desenvolver agentes antimicrobianos que
atuem nos fatores de viruléncia das bactérias, em vez de atuar sobre préprios patdgenos. Tais
fatores incluem vérias substancias prejudiciais, como toxinas e enzimas, produzidas pelas
bactérias (ENGELKIRK; DUBEN-ENGELKIRK, 2012).

A elaboragéo de protocolos de terapias alternativos com agentes ndo antibioticos
contra infecgbes bacterianas € essencial. Visto que a multirresisténcia bacteriana aos
medicamentos convencionais dificulta o tratamento de infeccGes severas que podem
comprometer a vida do paciente (AWEEN et al., 2012; HALDER; MANDAL, 2016).
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2.3 Biofilmes Microbianos

Biofilmes sdo comunidades mono ou multimicrobianas cercadas por uma matriz
polimérica e células que frequentemente expressam fenotipos diferentes das células
plancténicas, com alta capacidade de colonizar novas superficies e alta tolerancia a estresses
ambientais (FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2017). Essas comunidades microbianas podem se
desenvolver através de adeséo a superficies solidas ou de agregacdo bacteriana em culturas
liquidas (BJARNSHOLT, 2013).

Esses aglomerados celulares produzem uma matriz extracelular composta de
exopolissacarideos, DNA extracelular, material proteico, bem como apéndices celulares,
sendo comumente reportado como EPS (Extracellular Polymeric Substances) a qual tem
funcdo protetora, revestindo toda a colénia (ZIMMER et al., 2014; HALL; MAH, 2017). A
matriz caracteriza-se como uma camada gelatinosa que envolve toda a estrutura do biofilme
funcionando como mecanismo de sobrevivéncia celular diante de fatores ambientais adversos,
tais como, variaces de pH, temperatura, escassez de nutrientes, acdo de agentes
antimicrobianos e fagocitose mediada pelo sistema imune do organismo hospedeiro
(SCHIEBEL, 2017).

Tais caracteristicas geram grandes vantagens, entre as quais: protecdo contra
situacOes prejudiciais a viabilidade celular; maior adaptabilidade e, por consequéncia, maior
capacidade de colonizacdo em diferentes tipos de ambientes; elevacdo do potencial
metabolico, propiciando maior variabilidade genética, podendo favorecer a disseminacdo da
resisténcia a antibidticos (HANEY et al., 2018).

O desenvolvimento do biofilme inicia a partir de uma resposta das células
planctdnicas, ainda ndo muito bem compreendido, a sinais ambientais em busca de elevar as
chances de sobrevivéncia, alterando a expressdo de centenas de genes. Assim, o resultado é a
manifestacdo de um fenotipo mais vantajoso com aumento da capacidade adaptativa de
resisténcia a condicdes desfavoraveis (DE LA FUENTE-NUNEZ et al., 2013).

Em resumo, o processo de formacdo de biofilme compreende varias etapas
(FIGURA 1). Inicialmente ocorre a ligacdo da célula a uma superficie, aderida
reversivelmente. Nessa etapa as bactérias ainda sdo susceptiveis a acdo de antibidticos. Em
seguida ocorre a proliferacdo celular e formagdo de microcol6nias com producdo de matriz
polimérica, aderindo de forma irreversivel a superficie. Por fim, ocorre a maturagdo seguida
de destacamento ou dispersdo de partes do biofilme maduro, podendo determinar o

surgimento de aglomerados celulares na forma de biofilmes (HOIBY et al., 2011; JOO;



24

OTTO, 2012; PETROVA; SAUER, 2016).

Figura 1 — Modelo de desenvolvimento de um biofilme. Transporte das bactérias a uma superficie, seguido de

proliferacdo e incorporacéo de uma matriz extracelular, culminando na maturacéo e dispersdo do biofilme.
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Fonte: modificado de JOO; OTTO, 2012.

As estruturas bacterianas externas representam importante papel na formacdo de
biofilme, podendo citar as fimbrias, flagelos e céapsulas (HOIBY et al. 2011). A cépsula
influencia diretamente na arquitetura do biofilme, além de proteger micro-organismos contra
fatores ambientais estressantes, como um ataque do sistema imune do hospedeiro ou a
presenca de agentes antimicrobianos (WILLIS, WHITFILD, 2013). Os flagelos sdo
responsaveis pelo direcionamento de micro-organismos sésseis a uma determinada superficie
a ser colonizada, de maneira ativa (JOO; OTTO, 2012). J& as fimbrias facilitam a agregacéo
bacteriana e a aderéncia sobre diversos substratos, bidticos e abioticos, sendo uma estrutura
comum em organismos Gram-negativos (WILLIS, WHITFILD, 2013).

De acordo com a sua localizacdo (ambiental, biomédica, industrial) e a espécie de
micro-organismos que os compdem, os biofilmes podem ser benéficos ou maléficos aos seres
humanos. Alguns destes, como a microbiota intestinal, desempenham uma fungéo protetora e
funcional ao sistema gastrointestinal de diversos animais (MIQUEL et al., 2016). Entretanto,
os biofilmes formados por bactérias patogénicas sdao mais extensamente documentados na
literatura (HOIBY et al., 2011).

A formacéo de biofilme sofre impactos significativos quando as bactérias séo
portadoras de genes de resisténcia a diferentes antibioticos em seus plasmideos. Vem sendo
sugerido que a presenca desses genes pode aumentar ou reduzir a formacgdo desses
aglomerados, dependendo da cepa estudada e do seu perfil genético (TEH, WANG, DYKES,
2013). Destaca-se ainda outra preocupacdo particular, ja que, devido a proximidade entre as
células dessa comunidade, a transferéncia horizontal de genes responsaveis por codificar

enzimas que conferem resisténcia a drogas antimicrobianas pode ocorrer entre diferentes
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espécies de bactérias (BJARNSHOLT et al., 2013).

Vérios fatores sdo responsdveis pelo aumento da resisténcia, um deles é
heterogeneidade da populacdo bacteriana, ja que células em diferentes estagios metabolicos
apresentam respostas distintas quando sdo expostos as terapias antimicrobianas. Os diferentes
gradientes de oxigénio e nutrientes que existem dentro da estrutura do biofilme favorecem
essa diferenciacdo celular (DE LA FUENTE-NUNEZ et al., 2013).

A matriz extracelular, composta por polissacarideos, DNA extracelular e
proteinas, também vem sendo reportada como protetora das células contra diferentes agentes
antimicrobianos, possivelmente por facilitar o acimulo de enzimas que degradam o0s
antibioticos como as B-lactamases (HALL; MAH, 2017).

A mudanca evolucionaria também pode ser uma explicacdo para tal caracteristica.
E possivel que a mesma possa surgir em um biofilme bacteriano através de processo genético
e seja capaz de se perpetuar pelas populagdes descendentes, ja que essas comunidades
possuem tamanhos consideraveis e que as novas mutagdes que surgem podem se espalhar em
intervalos de tempo relativamente pequenos. Essas células variantes resistentes podem ser
capazes ndo apenas de sobreviver, mas também proliferar durante a antibioticoterapia
(TYERMAN et al., 2013).

As bactérias sdo capazes de coordenar suas atividades através de uma
comunicacdo quimica entre as células denominada quorum sensing (QS). Essa sinalizacdo é
essencial para variacdes genotipicas e fenotipicas de diferentes cepas, afetando, por exemplo,
a mobilidade bacteriana, a resposta a situacdes de estresse e o transporte e sintese de matriz
extracelular (RIBEIRO et al., 2015). Como consequéncia, a bactéria torna-se capaz de
desencadear uma resposta metabolica especifica, ativando determinados genes para expressao
de fatores de viruléncia, como enzimas e toxinas (HOIBY et al., 2011).

Alguns dos aspectos citados como as estruturas celulares, a comunicacéo celular e
os efeitos do ambiente, devem ser melhor compreendidos para que possam ser utilizadas
como possiveis abordagens para inibicdo dos mesmos (HALL; MAH, 2017). Além disso,
fatores ambientais, como composi¢éo do substrato, disponibilidade de nutrientes e condig¢des
hidrodindmicas também podem afetar a biomassa do biofilme e a producédo de componentes
extracelulares. Portanto, entender como as bactérias respondem a esses fatores pode trazer

informagdes que visam a prevencdo de biofilmes patogénicos (RIBEIRO et al., 2015).
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2.4 Micro-organismos Comensais

A associacdo de dois organismos diferentes que vivem juntos é definida como
simbiose. Essas relacdes podem ser benéficas para apenas um dos simbiontes, sem acarretar
prejuizos para a espécie que os abriga, 0 que se caracteriza como comensalismo
(ENGELKIRK; DUBEN-ENGELKIRK, 2012). Apesar de muitos micro-organismos da
microbiota intestinal serem denominados comensais, sabe-se que existe uma relacdo de
equilibrio benéfica entre hospedeiro e os organismos que formam a microbiota humana, sendo
vantajoso para ambos, o0 que caracteriza uma relacdo de mutualismo (PAIXAO; CASTRO,
2016; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

No intestino humano, define-se microbiota normal como aquela que evita o
surgimento de patologias e desempenha as fungdes do trato gastrointestinal relacionadas a
nutricdo, ao sistema imune e antimicrobiana (PAIXAO; CASTRO, 2016). Destaca-se,
portanto, a existéncia do antagonismo microbiano, no qual 0os micro-organismos invasores
(patégenos ou nao) sdo impedidos de colonizar um local especifico e ndo conseguem se
estabelecer devido a intensa competicdo por espaco e nutrientes (ENGELKIRK; DUBEN-
ENGELKIRK, 2012).

Tal antagonismo também pode ser desempenhado a partir da producdo de
proteinas chamadas bacteriocinas, que sdo capazes de inibir o crescimento de outras bactérias
da mesma espécie ou de espécies intimamente relacionados, sem afetar a propria bactéria que
a produziu (OGAKI; FURLANETO; MAIA, 2015).

Em geral, os organismos comensais intestinais s6 podem ser denominados como
cepas probidticas quando isolados, caracterizados e com efeitos benéficos a saulde
devidamente validados (HILL et al., 2014). Assim, justifica-se 0 atual interesse nesses agentes
probidticos com habilidades de interferir na colonizacdo do hospedeiro por micro-organismos

patogénicos.

2.4.1 Probioticos

O termo probidtico é definido como micro-organismos Vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro,
podendo ser encontrados adicionados em alimentos ou como suplementos dietéticos e
medicacdes (WHO, 2002; HILL et al., 2014).
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Segundo a FAO/WHO (2001), existem varios critérios que precisam ser
preenchidos para que um micro-organismo seja classificado como probidtico para o consumo
humano. Os principais sdo: origem humana, resisténcia aos processos tecnoldgicos,
propriedades ndo patogénicas, adesdo aos tecidos epiteliais, estabilidade na presenca de acido
e bile, capacidade de sobreviver no ambiente gastrointestinal, capacidade de influenciar
atividades metabdlicas e outras atividades funcionais.

Dentre os probioticos utilizados, destacam-se 0s pertencentes ao género
Lactobacillus e Bifidobacterium, que sdo comensais do organismo humano. Devido seus
efeitos antagonistas contra numerosos patogenos, alguns desses micro-organismos Sao
considerados uma opcdo profilatica e terapéutica no tratamento de doencas infecciosas
(VUOTTO; LONGO; DONELLI, 2014; CHEW et al., 2015).

O interesse na atuacdo metabolica desses organismos cresceu nos ultimos anos
(DUBOURG; ELSAWI; RAOULT et al., 2015). No contexto das infecgdes intestinais, a
utilizacdo de probidticos apresenta-se como uma importante alternativa terapéutica, atuando
ndo sé na consisténcia das fezes, como também no equilibrio da microbiota intestinal
(MIYAZAKI et al.,, 2010). Além da utilizacdo de espécies isoladas, coquetéis contendo
diferentes cepas combinadas também demonstraram ser cada vez mais Uteis no tratamento de
algumas dessas doencas (VUOTTO; LONGO; DONELLI, 2014).

Entretanto, a principal alegacdo atual para utilizagdo de probi6ticos é sua
contribuicdo para o bom funcionamento intestinal, favorecendo o equilibrio da microbiota
intestinal, promocédo da digestdo da lactose por individuos intolerantes, alivio da constipacao e
aumento da absor¢éo de vitaminas e minerais (VUOTTO; LONGO; DONELLI, 2014). Dados
clinicos demonstram beneficios em trés principais situacdes: infec¢des intestinais, doenca
inflamatdria intestinal e sindrome do intestino irritavel (GAGLIARDI et al., 2018).

A promocdo da melhoria do sistema imunoldgico € outra alegacdo para o0 uso
desses organismos, contribuindo na prevencao de doencas alérgicas, regulacdo de inflamacGes
e atividade contra infeccdes no hospedeiro (HILL et al., 2014). Beneficios quanto a protecédo
contra doengas cardiovasculares, autoimune e cancer também sdo associados as Bactérias
Acido Lacticas (BALs) (OSAMA et al., 2017).

Os efeitos benéficos contra infeccdes bacterianas em humanos estdo relacionados
com o consumo regular de alimentos que sejam fonte dos mesmos, como iogurtes e
coalhadas, além da suplementacdo (HALDER; MANDAL, 2016; PRABHURAJESHWAR E
CHANDRAKANTH, 2017). Em geral, a dose de administracdo diaria desses micro-
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organismos é relativamente inferior (10° ou 10 UFC/g) & quantidade de bactérias
encontradas no célon intestinal (10** UFC/g) (OELSCHLAEGER, 2010).

2.4.1.1 Mecanismo de acéo dos probidticos

Além da regulacdo da microbiota intestinal, os probidticos podem afetar
diretamente os patdgenos através de distintos mecanismos (MIYAZAKI et al., 2010). Essas
bactérias ajudam a fortalecer a funcdo da barreira intestinal, elevando a produ¢do de mucina e
modulando a atividade do sistema imune, e consequentemente, as superficies bidticas
envolvidas na formacéo de biofilmes por patégenos sdo modificadas, protegendo o hospedeiro
(MIQUEL et al., 2016). Outros fatores como a producdo de metabdlitos, competicdo por
nutrientes e supressdo da producdo de toxinas também estdo envolvidos nessa acéo
antimicrobiana  (LEBEER; VANDERLEYDEN; DE KEERSMAECKER, 2008,
OELSCHLAEGER, 2010).

O efeito imunomodulador pode ser desencadeado por metabdlitos, componentes
da parede celular e fragmentos de DNA. A interacdo por adesdo de células probioticas em
células epiteliais do hospedeiro, principalmente intestinais, pode desencadear uma sinalizagédo
em cascata levando a uma modulagéo da resposta imune (OELSCHLAEGER, 2010).

Assim, essa modulacdo favorece a atividade fagocitica inespecifica por meio da
ativacdo dos macrdfagos ou alterando o equilibrio de citocinas (GAGLIARDI et al., 2018). Os
niveis de anticorpos também s3o aumentados, assim como a atividade das células “natural
killer”, dos macrofagos e dos linfocitos B, sem o desenvolvimento de uma resposta
inflamatoria prejudicial ao hospedeiro (RIBEIRO, 2015).

A utilizacdo de BALSs para inibicdo do crescimento de enteropatégenos como a E.
coli possui resultados positivos (VUOTTO, LONGO, DONELLI, 2014; DELLEY et al.,
2015; RUIZ et al., 2017; ABDELHAMID; ESAAM; HAZAA, 2018). Um dos mecanismos de
acao ocorre devido a capacidade de producéo de &cidos organicos que alteram o pH do meio.
O ajuste da acidez influencia diretamente na atividade antimicrobiana dos sobrenadantes
obtidos de Lactobacillus, sendo mantida em pH préximo a 3 e perdida em pH 5 (MIYAZAKI
et al., 2010).

Alguns probioticos também demonstram capacidade de inibir a expressdo de um
importante fator de viruléncia bacteriano: a produgdo de toxinas. Assim, a eficacia da

utilizacdo de certas cepas para tratamento de quadros diarreicos € provavelmente associada a
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sua habilidade de proteger o hospedeiro contra a acdo dessas toxinas, inclusive as produzidas
por cianobactérias e fungos (OELSCHLAEGER, 2010).

O quadro abaixo resume o0s principais mecanismos de acdo envolvidos nos efeitos
benéficos de bactérias probidticas (QUADRO 1).

Quadro 1: Mecanismos de acdo das bactérias probiéticas.

MECANISMO DE ACAO E APLICACOES

Modulacéo da resposta imune do hospedeiro, inata e adquirida.

e Prevencdo e tratamento de doengas infecciosas,

e Tratamento de inflamacdes cronicas no trato digestivo.
Efeito antimicrobiano direto sobre outros micro-organismos,
comensais ou patogénicos.

e Prevencéo e tratamento de infec¢bes

e Restauracdo do equilibrio da microbiota intestinal.
Efeito sobre produtos microbianos, como toxinas, e do hospedeiro,
como sais biliares.

e [nativagdo de toxinas no hospedeiro.
Fonte: Oelschlaeger, 2010.

Apesar desses mecanismos estarem envolvidos em diversas utilizacGes, ressalta-se
que aparentemente nenhum probidtico é apontado por apresentar 0s trés principios
simultaneamente. Assim, € necessaria a correta identificacdo e caracterizacdo das
propriedades de cada cepa, distinguindo os que possuem reais efeitos benéficos ao hospedeiro
(OELSCHLAEGER, 2010).

2.4.1.2 Lactobacillus

Entre as BALs mais utilizadas como probidticos, os Lactobacillus sdo bactérias
Gram-positivas usualmente encontradas em ambientes anaerdbicos, mas que também séo
capazes de sobreviver em condicdes aerobicas (RUIZ et al., 2017). Esse género ¢é
industrialmente importante e representa bactérias produtoras de &cido lactico a partir de
carboidratos simples, o qual inibe o crescimento de micro-organismos competidores e
permitem que sejam competitivas. Em seres humanos sdo encontradas na cavidade oral, trato
intestinal e urinario (ORGANIZAQAO MUNDIAL DE GASTROENTEROLOGIA, 2017).

Diversas espécies deste grupo ganharam o status GRAS (Generally Recognized as
Safe), que identifica um micro-organismo ou derivado microbiano seguro para uso na
alimentacdo (CUI, 2017; GAGLIARDI, 2018). Dessa forma, sdo um dos mais importantes

micro-organismos no que diz respeito a microbiologia de alimentos e a nutricdo humana
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devido ao fato de algumas cepas possu.irem papel fundamental na producéo e preservacao de
alimentos (RUIZ et al., 2017).

L. rhamnosus é uma das bactérias produtoras de acido lactico mais bem estudada
e comercializada no mundo todo em produtos probidticos (RASINKANGAS et al., 2014). A
espécie L. acidophilus ja é utilizada em alguns alimentos, como queijo e iogurte, e apresenta
cepas com efeitos importantes para a salude humana (XING et al., 2014). Também séo
apontados por possuir propriedades bactericidas fortes através da producdo de bacteriocinas
(DUBOURG; ELSAWI; RAOULT, 2015).

Além das espécies de L. acidophilus e L. rhamnosus, cepas de L. reuteri, e L.
casei também vém sendo amplamente isoladas e caracterizadas, j& que sdo comumente
utilizadas na preparacdo de probidticos (DUBOURG; ELSAWI; RAOULT, 2015). Sua acdo
também parece promissora no tratamento de infeccdes orais, intestinais e vaginais tanto em
ensaios clinicos quanto em estudos in vitro (VUOTTO; LONGO; DONELLI, 2014).

Aween et al. (2012) determinaram o efeito bacteriostatico e bactericida de celulas
e do sobrenadante de L. acidophilus, isolados de amostras de mel, contra bactérias
multirresistentes a antibidticos, especialmente Staphylococcus aureus. Além disso, esses
isolados sdo capazes de produzir metabolitos resistentes ao calor, acdo de enzimas
proteoliticas e ajustes no pH.

2.5 Interagéo entre Escherichia coli e Lactobacillus

Patégenos como a Escherichia coli sdo capazes de colonizar o mesmo
compartimento intestinal (epitélio do célon) que os Lactobacillus. Assim, ha ocorréncia de
interacdes entre esses micro-organismos no sentido de inativar a acdo patogénica, a partir da
inibicdo da sua adesdo e invasdo, neutralizacdo de toxinas e competicdo por recursos
limitados (OELSCHLAEGER, 2010). O efeito inibitorio também é atribuido a producédo de
substancias caracteristicas do metabolismo destes micro-organismos, como 0s acidos
organicos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas (FIJAN, 2014; DAVOODABADI et al.,
2015; CUl et al., 2017; ABDELHAMID; ESAAM; HAZAA 2018).

Apesar de o &cido lactico ser considerado um acido fraco, destaca-se seu potencial
bactericida contra inUmeros patdgenos, especialmente em condigdes em que haja limitagéo de
nutrientes (CADIEUX et al., 2009). Nessas condic¢Oes, acidos na forma ndo dissociada
penetram no citoplasma, onde entdo se dissociam e diminuem o pH intracelular, interferindo

negativamente nos processos metabolicos celulares (DE KEERSMAECKER et al., 2006).
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Além disso, o &cido l4ctico € capaz de aumentar a permeabilidade da membrana externa de
organismos Gram-negativos e comprometer sua integridade, potencializando a a¢do sinérgica
de outras substancias antimicrobianas como as bacteriocinas (CADIEUX et al., 2009).

O perdxido de hidrogénio produzido por muitas cepas de Lactobacillus também é
capaz de induzir estresses na membrana externa de algumas Gram-negativas, como a
Escherichia coli uropatogénica, que afeta a estrutura das fimbrias e dificulta sua capacidade
de adeséo celular (CADIEUX et al., 2009).

Além da utilizacdo de espécies isoladas, coquetéis contendo diferentes cepas
combinadas também demonstraram ser cada vez mais Uteis no tratamento de algumas dessas
doengas (VUOTTO; LONGO; DONELLI, 2014). Halder e Mandal (2016) comprovaram que
Lactobacillus de diferentes espécies, isoladamente, demonstraram excelente inibicdo no
crescimento de enterobactérias como E. coli e K. pneumoniae. Além disso, quando testados de
forma associada a diferentes cepas desse mesmo género, apresentaram efeito sinérgico contra
E. coli quando combinados.

Vale ressaltar que a capacidade bactericida exercida por produtos dessas bactérias
sobre células planctonicas, ndo necessariamente predizem uma acdo antibiofilme. Entretanto,
considerando também a crescente habilidade dos patégenos em gerar infeccBes persistentes
relacionadas a formacdo dos biofilmes, a administracdo de probidticos também apresenta-se
capaz de modular e/ou prevenir o acimulo de micro-organismos invasores, devendo assim,
ser melhor investigada (VUOTTO; LONGO; DONELLLI, 2014).

2.5.1 Estratégias antibiofilme

A tendéncia em promocdo de salde através de meios naturais conduz a um
interesse em agentes antibiofilmes ndo quimicos, incluindo derivados de bactérias, capazes de
reduzir a biomassa bacteriana através de modificacbes na sua formacdo, integridade e/ou
qualidade (VUOTTO; LONGO; DONELLI, 2014; MIQUEL et al., 2016;). S&o verificados
dois mecanismos capazes de modular a formagdo dessas comunidades: inibicdo da aderéncia
bacteriana a superficie ou desestabilizacdo de biofilmes maduros aderidos irreversivelmente
(MIQUEL et al., 2016). Nesse contexto, 0s probidticos sdo capazes de modificar a
composicado da matriz exopolimerica, afetar a adesdo primaria e/ou a maturacao de biofilmes
através de exclusdo/competicdo, ou ainda desencadear a dispersdo (GUTIERREZ et al., 2016;
MIQUEL et al., 2016).
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Osama et al. (2017) comprovaram agdo antimicrobiana e antibiofilme de cepas de
L. rhamnosus e L. gasseri contra Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, trés patdgenos comumente envolvidos em infecgdes causadas por biofilmes.
Entretanto, pesquisas envolvendo a utilizacdo de probioticos como estratégia contra biofilmes
formados por patogenos intestinais vém apresentando diferentes resultados a depender da
espécie bacteriana envolvida (VUOTTO; LONGO; DONELLI, 2014). Alguns autores
apontam a capacidade de inibi¢do da formacao, enquanto outros estudos reportam aumento da
biomassa dos mesmos (MIYAZAKI et al., 2010; VILELA et al., 2015).

O efeito anti-adesao é resultado de uma competicdo entre patdgenos e probidticos
por um mesmo receptor, estabelecimento de biofilmes, producdo de receptores analogos e
inducdo de mucina (OELSCHLAEGER, 2010). Algumas BALs também sdo capazes de
produzir biossurfactantes que atuam na prevencdo da primeira etapa de formacdo dos
biofilmes por micro-organismos invasores, ao modificar as propriedades da superficie celular
ou serem adsorvidos por superficies solidas, impedindo a adesao bacteriana (GOMEZ et al.,
2016; SHARMAN; SAHARAN, 2016).

Entre as substancias produzidas com acdo antibiofilme, cita-se também as
bacteriocinas. S&o proteinas ribossomicamente sintetizadas de interesse clinico e farmacéutico
e com aplicabilidade como bioconservantes de alimentos, pois apresentam espectro de agéo
contra micro-organismos que deterioram alimentos ou causam infecgdes via alimento, entre
eles a E. coli (ZACHAROF; LOVVIT, 2012; OGAKI; FURLANETO; MAIA, 2015).

A maior parte das bacteriocinas secretadas por Lactobacillus sdo pertencentes a
classe I, estaveis ao calor, cujo efeito esté relacionado com a desestabilizacdo da membrana
lipidica a partir da formacdo de poros e extravasamento do conteudo plasmatico e
consequente morte celular (PAIXAO, 2015). Dessa forma, Lactobacillus produtores desse
tipo de peptideos previnem que cepas patogénicas venham a invadir o célon intestinal,
mantendo o equilibrio da microbiota (GOMEZ et al., 2016).

A nisina, um peptideo antimicrobiano natural, é o lantibidtico mais conhecido e
amplamente estudado, sendo a primeira bacteriocina autorizada a ser utilizada pela indudstria
de alimentos para fins de preservacio (GALVEZ et al., 2007). A reuterina, produzida por
algumas estirpes de L. reuteri, apresentou efeito bactericida sobre biofilmes de E. coli ap6s 30
segundos de exposi¢do (EL-ZINEY; JAKOBSEN, 2009). Jeon et al. (2011) também relataram
o efeito inibitorio de bactericinas produzidas por L. rhamnosus na biossintese de EPS por

bactérias patogénicas.



33

Ogaki, Furlaneto e Maia (2015) ao realizar revisédo de literatura sobre os aspectos

gerais das bacteriocinas, resumem 0 mecanismo de acao na Figura 2 a seguir.

Figura 2 - Mecanismos de acdo de bacteriocinas produzidas por bactérias produtoras de acido lactico.
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Fonte: Ogaki; Furlaneto; Maria, 2015.

Entretanto, trata-se de um diverso grupo de proteinas/peptideos antimicrobianos e,
portanto, é esperado que esses resultados se apresentem de maneiras diferentes a medida que
0s patdgenos alvo sejam alterados, assim como as condi¢cGes ambientais consideradas
(GALVEZ et al., 2007).

Ja é reconhecido que a agdo antimicrobiana desses compostos é potencializada em
condicdes &cidas, o que destaca a importancia dos acidos organicos que também sdo
secretados pelas BALs (GALVEZ et al., 2010). Gomez et al. (2016) ao analisarem
abordagens alternativas no combate ao biofilme em industrias alimenticias, concluiram que os
possiveis efeitos de cepas de BALSs estdo relacionados com uma combinacédo de fatores como
a producdo de bacteriocinas, biossurfactantes e a mecanismos que utilizam o principio de
exclusdo, no qual a proliferacdo de patdgenos sobre uma superficie é impedida pelo fato de ja
estar colonizada por probidticos.

A producdo de bacteriocinas é controlada de acordo com a densidade populacional
e QS. Assim, com a percepcdo de seu proprio crescimento, que provavelmente é comparavel
ao de espécies relacionadas, a producéo sera estimulada em momentos em que a competicao
por nutriente possivelmente se tornara mais grave (LEBEER; VANDERLEYDEN; DE
KEERSMAECKER, 2008).

As bactérias utilizam o QS para coordenar sua expressdo génica e permitir a

producdo de fatores de viruléncia que desencadeiam as infec¢es (LIXA et al., 2015). Assim,
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0 controle desse processo se tornou um dos objetivos no desenvolvimento de novas
estratégias para tratamento de infec¢fes por biofilmes bacterianos (WU et al., 2015)

Através do QS as bactérias tendem a produzir sinais quimicos chamados
autoindutores (Als) que, ao se difundir no meio e atingir concentracGes criticas, sdo
internalizados e induzem a expressdo de genes que alteram o metabolismo celular (LIXA et
al., 2015). Vérias enterobactérias sdo reconhecidas por produzir e/ou responder a esses Als de
forma que possam expressar seus fatores de viruléncia e possam vir a ter sucesso na
colonizacdo e consequente estabelecimento de infecgbes intestinais. Portanto, a inibicao
desses indutores pode atenuar a viruléncia dessas bactérias (MENDELLIN-PENA;
GRIFFITHS, 2009).

A utilizacdo de probioticos surge como estratégia para combate desses patdgenos, ja
que produzem pequenas moléculas biologicamente ativas capazes de interferir nessa
comunicacdo celular e, assim, ocupar seu nicho. Mendellin-Pefia e Griffiths (2009)
demonstraram que a cepa de L. acidophilus La-5 foi capaz de modificar a viruléncia de E. coli
enterohemorragica in vitro e in vivo, devido a secrecdo de moléculas de baixo peso molecular
que se ligam a autoindutores (Al-2 ou Al-3) que alteraram o sistema QS.

Entretanto, a utilizacdo de probidticos com fins antimicrobianos deve ainda ser
melhor elucidada. Em estudo realizado por Miyazaki et al. (2010), foram testadas diferentes
espécies bacterianas contra E. coli enteroagregativa e verificado que a adesdo desse patégeno
ao epitélio intestinal ndo foi inibida por nenhuma das cepas. Além disso, cepas de L. caseli
aumentaram a capacidade de formacdo de biofilme pela E. coli, contribuindo com a
proliferacdo bacteriana. Os diferentes resultados obtidos pelas pesquisas que avaliam a acéo
antibiofilme de Lactobacillus probidticos sugerem que os efeitos desejaveis sdo especificos
para cada cepa e ndo devem ser extrapolados nem mesmo entre cepas de uma mesma espécie
(VUOTTO; LONGO; DONELLI, 2014; OSAMA et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme do sobrenadante de cepas de
Lactobacillus cell-free sobre isolados de Escherichia coli multirresistentes.

3.2 Objetivos especificos

o Identificar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana das cepas E. coli isoladas, por
meio de sistema automatizado;

e Determinar a atividade antagonica das cepas de Lactobacillus sobre o crescimento de
E. coli, in vitro;

e Analisar a atividade antimicrobiana por microdiluicdo do sobrenadante de
Lactobacillus durante o crescimento planctonico de cepas de E. coli isoladas
(estabelecimento de CIM e CBM));

e \erificar o efeito do sobrenadante de Lactobacillus sobre as propriedades de formacéo

de biomassa de biofilme pelas cepas de E. coli isoladas.
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4 METODOLOGIA
4.1 Micro-organismos

Foram utilizadas nesse estudo quatro cepas de Escherichia coli previamente
isoladas de 5 amostras de pescado (Oreochromis niloticus) obtidas a partir de uma Unica
coleta no comércio varejista da cidade de Sobral — CE, cedidas pelo o Nucleo de
Bioprospeccdo e Experimentacdo Molecular Aplicada - NUBEM do Centro Universitario
INTA (ALMEIDA et al., 2017). Os isolados foram identificados como P12, P25, P35 e P36.

As espeécies Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 e Lactobacillus rhamnosus
ATCC 9595, ambas isoladas de fezes humanas, foram gentilmente cedidas pela Fundacéo
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro — Brasil. Para fins de comparacdo também foi
utilizada uma cultura probidtica de Lactobacillus acidophilus LA 14 comercializada em
capsulas (PROLIVE®, ACHE).

4.2 Condicdes de cultivo

Os experimentos fora realizados no Laboratorio de Biofilmes e Antimicrobianos,
localizado na Universidade Federal do Ceard, no campus de Sobral. As cepas de E. coli foram
armazenadas em meio Brain Heart Infusion (BHI; M210-500 g, Himedia, Mumbai, India) em
aliquotas de 200 puL com 20% de glicerol a -80 °C. Para a ativacdo das cepas, uma aliquota
inicial de 50 pL foi inoculada em 5 mL de meio BHI caldo estéril e incubada por 24 h a 37°
C. Apos esta ativagdo inicial, a cultura foi renovada inoculando-se uma aliquota de 50 puL em
5 mL de meio BHI caldo estéril, mantendo as mesmas condicdes de cultivo por 18 horas.

As células bacterianas na fase tardia de crescimento exponencial foram colhidas
por centrifugacdo (VS-15000CFNII, Vision, Coréia) a 5000 rpm, durante 5 minutos, a 4 °C, e
ressuspensas em meio de cultura BHI caldo estéril. A densidade oOptica (DO) foi verificada
com o auxilio de um leitor de placas de microtitulagdo (BioTrak I, Amersham Biosciences,
Reino Unido) a 620 nm, e a partir desta, realizado o ajuste da concentragdo para 1x10°
UFC.mL™, de acordo com a escala 0,5 de Mcfarland (FIGURA 3).

As espécies de Lactobacillus passaram pelo mesmo processo, porém foram
cultivadas em caldo de Man, Rogosa and Sharpe (MRS; 500 g, Acumedia, Michigan, Estados

Unidos) e incubadas anaerobicamente (5% CO5,).
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Figura 3 — Representacéo esquematica das condic¢Ges de cultivo e do procedimento de ajuste da concentragio

do inéculo bacteriano para a realizacdo dos ensaios bioldgicos.
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BHI: Meio Brain Heart Infusion. UFC. mL™: Unidades Formadoras de Col6nia por mL. Fonte: Oliveira
(2014).

4.3 Teste de Sensibilidade Antimicrobiana

Os isolados bacterianos das cepas de E. coli foram submetidos ao teste de
sensibilidade antibidtica pelo sistema automatizado VITEK®2 (BioMérieux, Marcy-I'Etoile,
Franca), realizado na Santa Casa de Misericérdia de Sobral. O teste é baseado na técnica da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Cada cartdo apresenta 64 micropocos, sendo um pogo
controle, que contém apenas meio de cultura, e 0os demais com quantidades conhecidas de um
antimicrobiano especifico combinado com um meio de cultura. No fim do ciclo de incubacéo,
os valores de CIM séo determinados para cada antimicrobiano contido no cartdo e as amostras
foram classificadas como: sensivel (S), intermediariamente resistente (1) ou resistente (R).

4.4 Teste de Antagonismo - Spot Overlay

Para uma avaliacdo inicial da atividade antagonica das cepas de Lactobacillus
contra os isolados de E. coli foi conduzida a técnica de Spot Overlay descrita por Chew et al.
(2015) com pequenas modificacdes. A densidade Optica (DO) das culturas de L. acidophilus
ATCC 4356, L. rhamnosus ATCC 9595 e LA 14 foram verificadas a 620 nm, e a partir desta,
realizado o ajuste da concentragdo para 1x10° UFC.mL™. Posteriormente, 5 pL da suspensdo

bacteriana foram inoculados na parte central da placa MRS 4&gar, seguido de incubacdo
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anaerdbica (5% CO,) por 48 horas a 37°C. Em seguida, as placas contendo as colénias de
Lactobacillus foram sobrepostas com as cepas de Escherichia coli suspensas em 15 mL de
BHI agar (0,8% &gar) numa concentracdo de 1x10° UFC.mL™ e reincubadas por mais 24
horas a 37°C (FIGURA 4 e 5).

Figura 4 - Representacéo esquematica da metodologia utilizada para determinar a atividade antag6nica das cepas
de Lactobacillus contra isolados de Escherichia coli.

Aliguota de Lactobacillus

BHI a 0,8% de agar
contendo E. coli

BHI: Meio Brain Heart Infusion. Fonte: Préprio autor (2019).

Figura 5 — Exemplo da placa de Petri apds o teste de antagonismo, com delimitacdo do halo de inibicdo de
crescimento de Escherichia coli exercido pela cepa de Lactobacillus.

Fonte: Proprio autor (2019).

Para interpretacdo dos resultados, foi medido o didmetro das zonas de inibicdo de
crescimento de E. coli circundando as colbnias de Lactobacillus ap6s as 24 horas de
incubagdo. A inibicdo de crescimento foi expressa como a medida dos halos de inibigdo em
mm (R), utilizando a féormula sugerida por Halder e Mandal (2016):
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R = (dinib — dspot)
2

Onde ‘dinib’ representa o didmetro da zona sem crescimento que circunda o
“spot” e ‘dspot’” denota o diametro da zona de crescimento do Lactobacillus. Os escores de
inibicdo foram considerados como: sem capacidade de inibicdo com R<2 mm; baixa
capacidade de inibicdo com R=2-5 mm; e alta capacidade de inibicdo com R> 6mm
(HALDER; MANDAL, 2016).

4.5 Preparo do sobrenadante de Lactobacillus cell-free - SLCf

A fim de avaliar os efeitos dos Lactobacillus sobre as propriedades de formacao
de biofilme, foi utilizado apenas o SLCf. Para o preparo do sobrenadante foi seguida
metodologia proposta por Chew (2015). Culturas primarias de L. acidophilus ATCC 4356, L.
rhamnosus ATCC 9595 e LA 14 foram ajustadas a uma concentragdo de 1x10° UFC.mL™?, em
caldo MRS. Em seguida, 1 ml de cultura foi adicionada a 10 mL de MRS caldo e incubado
anaerobicamente (5% CO;) por 48 h a 37 °C. O sobrenadante foi coletado ap6s centrifugacao
a 11000 g por 10 minutos e esterilizado por meio de filtragdo em membrana millipore (0,22
pum). O SLCf obtido foi armazenado em aliquotas de 1 mL a -80 °C. Para determinar o efeito
do pH na atividade inibitoria contra E. coli, o0 mesmo foi neutralizado a pH 7,0 por adicao de
NaOH a 4 N antes da etapa de filtracdo (FIGURA 6).

Figura 6 - Representacdo esquematica da metodologia utilizada para preparo do sobrenadante de Lactobacillus
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(2019).
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4.6 Estabelecimento da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Bactericida Minima (CBM) do SLCf

A atividade antimicrobiana do SLCf foi verificada através de testes de
microdiluicdo padronizada pelo CLSI (2015), utilizando placa de microtitulagcdo de 96 pocos.
Foram adicionados os SLCf diluidos em 100 pL de caldo BHI, a fim de obter uma
concentracdo de 50%.
obtencdo das concentracOes de 25, 12,5 e 6,25% de cada SLCT.

Posteriormente, foi procedida diluicdo seriada na base dois para

Em seguida, foram adicionados a placa 100 pL de suspensdo bacteriana
previamente ajustada como descrito no item 4.2 a uma concentracdo de 2x10° UFC.mL™,
obtendo-se um volume final de 200 pL e concentracdo bacteriana de 1x10° UFC.mL™. Para o
controle de crescimento bacteriano foram utilizados 100 uL do inoculo e 100 pL de meio BHI
caldo estéril e para o controle de turbidez 100 pL do PBS e 100 pL de meio BHI caldo estéril.

As placas foram incubadas por 24h a 37° C em condi¢des aerdbicas para a
determinacdo das concentra¢des inibitorias minimas (CIM) e das concentracdes bactericidas
minimas (CBM) de cada sobrenadante testado. Foi considerada CIM, a menor concentracao
da substancia capaz de inibir visualmente o crescimento bacteriano apds 24h de incubacéo.

Para a determinacdo da CBM uma aliquota de 10 uL foi retirada dos pogos em
que ndo se verificou o crescimento bacteriano visivel e inoculado em placas de Petri contendo
meio BHI agar e incubado por 24h a 37° C em condi¢cbes aerdbicas. Apos o tempo de
incubacdo as placas foram analisadas e considerada como CBM a menor concentracdo capaz

de inibir completamente o crescimento bacteriano sobre a superficie de 4gar (FIGURA 7).

Figura 7 - Representacdo esquematica da metodologia utilizada para determinar as concentrages inibitorias e
bactericidas minimas de sobrenadante de Lactobacillus cell-free contra isolados de Escherichia coli, segundo
teste de microdiluigdo padronizado pelo CLSI.
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BHI: Meio Brain Heart Infusion. SLCf: Sobrenadante de Lactobacillus cell-free. UFC. mL™: Unidades
Formadoras de Colénia por mL. CIM: Concentracdo Inibitéria Minima. CBM: Concentracdo Bactericida
Minima. Fonte: Oliveira (2014).

4.7 Atividade antibiofilme do SLCf

Para avaliar o efeito do SLCf sobre o biofilme pré-formado dos isolados de E.
coli, foram utilizadas placas de poliestireno de 96 pocos de fundo chato. Foram adicionados
200 pL do indculo bacteriano ajustado a uma concentracdo de 1x10°® UFC.mL™ em cada poco
e incubados por 12 horas a 37 °C. Para o0 controle de crescimento bacteriano nos grupos sem
tratamento foi utilizado PBS ao invés de SLCf. Apos esse periodo para formagéo do biofilme,
os pocos foram lavados com Tampdo Fosfato-Salino (PBS) 0,05 M estéril com pH 7,4 para
retiradas das células planctonicas. Posteriormente, foram adicionados 200 pL de SLCf a 50%,

preparado com meio BHI e as placas foram incubadas por mais 12h a 37° C (FIGURA 8).

Figura 8 - Representagdo esquemdtica da metodologia utilizada para determinar a atividade antibiofilme do
sonadante de Lactobacillus cell-free contra isolados de Escherichia coli, com pré-formacéo de biofilme por 12

horas, seguido de tratamento com sobrenadante por 12 horas.

Pré formacao de biofilme
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UFC. mL™: Unidades Formadoras de Coldnia por mL.PBS: Tampdo Fosfato Salina. BHI: Meio Brain Heart

Infusion. SLCf: Sobrenadante de Lactobacillus cell-free. Fonte: Préprio autor (2019).

Para quantificacdo da biomassa residual ap0s os tratamentos, as placas foram
submetidas a andlise de quantificacdo de biomassa por meio da técnica de coloracdo por
Cristal Violeta (O’TOOLE, 2011), conforme descrito na Figura 9.
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Figura 9 - Representacdo esquematica da metodologia de quantificacdo do biofilme em placas de poliestireno de
96 pocos de fundo chato.
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Fonte: Oliveira (2014).

A partir da leitura da D.O., os isolados sem interferéncia do SLCf foram
classificados quanto a sua capacidade de produzir biofilmes como: fracos
(0.208<D.0.<0.416); moderados (0.416<D.0.<0.832) e fortes (D.0.>0.832) (SCHIEBEL et
al., 2017).

Para avaliagdo do potencial antibiofilme também foi realizado calculo do
percentual de inibicdo proposto por Abdelhamid, Esaam e Hazaa (2018), descrita abaixo:

% Inibicdo = 100 — ((D.O. do poco de controle positivo / D.O. do poco com SLCf) x 100)

4.8 Analise estatistica

Trata-se de um estudo quantitativo experimental. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata com os respectivos valores médios dos resultados organizados em
Microsoft Excel (Versdo 2012 para Windows) e posteriormente analisadas no software
GraphPad Prism (Versao 5.0 para Windows, San Diego, California USA). A comparacdo dos
dados quantitativos entre os grupos foi verificada através da aplicacdo do teste One-way
ANOVA com pos-teste de Tukey. Quando comparadas duas variaveis, foi aplicado Two-way
ANOVA com pos-teste de Bonferroni. Os dados foram considerados estatisticamente
significantes quando p < 0,01 em ambos os testes.
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5 RESULTADOS

5.1 Teste de sensibilidade antimicrobiana

Os resultados apresentam os perfis de susceptibilidade dos isolados de E. coli para
alguns antibioticos, com base nos testes realizados pelo sistema automatizado Vitek®2.
Observou-se que a maioria dos antibidticos testados possui acdo sobre o crescimento
planctdnico das amostras (QUADRO 2).

Quadro 2: Resultado do teste de sensibilidade a antimicrobianos das cepas isoladas de Escherichia coli, por meio
do sistema VITEK 2.

Classe Antibacteriano P12 P25 P35 P36
Penicilinas Amoxicilina/Ac. Clavulanico I I S I
Ampicilina R R R R
Piperaciclina/Tazobactam S S S S
Cefalosporinas Cefalotina R | I I
Cefepima S S S S
Ceftriaxona S S S S
Cefuroxima S S S S
Cefuroxima axetil S S S S
Carbapenémicos Ertapenem S S S S
Meropenem S S S S
Quinolonas Ciprofloxacina R S S S
Norfloxacina R S S S
Acido Nalidixico R S S S
Aminoglicosideo Amicacina S S S S
Gentamicina S S S S
Sulfonamidas Trimetoprim/Sulfametoxazol S S S S
Nitroimidazdlicos Nitrofurantoina S S S S

Fonte: Proprio autor (2019). (S) Sensivel, (1) Intermediariamente resistente, (R) Resistente.

Entretanto, o0s isolados estudados revelaram-se como resistentes ou
intermediariamente resistentes a mais de um agente antibacteriano testado in vitro. Todas as
cepas apresentaram-se resistentes a ampicilina. Também foram obtidos resultados de

resisténcia ou resisténcia intermediaria contra amoxicilina/acido clavulanico e cefalotina.

5.2 Teste de Antagonismo

A técnica de overlay é sugerida como método rapido para testes de screening da
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atividade antimicrobiana de espécies de Lactobacillus contra diversos micro-organismos
indicadores. A partir da interpretacdo dos escores de inibig&o apresentados na Tabela 1, o teste
ndo revelou variacbes com diferencas significativas na atividade antimicrobiana dos trés
probidticos testados. Entretanto, todas foram consideradas com alta capacidade de inibicdo,
com R >6 mm (HALDER; MANDAL, 2016).

Tabela 1: Resultados obtidos no teste de antagonismo das cepas de LA 14 comercial, L. acidophilus ATCC 4356
e L. rhamnosus ATCC 9595 sobre isolados de Escherichia coli.

Escore de inibicdo (R)

Amostra LA 14 L. acidophilus L. rhamnosus
ATCC 4356 ATCC 9595
P12 18,25 (+£2,96) 16,42 (+2,78) 16,13 (£2,21)
P25 16,90 (£3,97) 15,60 (+2,97) 16,38 (+3,20)
P35 19,40 (£2,38) 17,20 (+4,31) 18,75 (£3,13)
P36 19,40 (+2,38) 19,25 (+0,88) 18,67 (+2,46)

Fonte: Proprio autor (2019).
R= Valores representativos da média aritmética + desvio padrdo das zonas de inibigdo em mm.

5.3 Atividade antimicrobiana do SLCf

A atividade antimicrobiana do SLCf foi avaliada através do método de
microdiluicdo em caldo, utilizando placas de poliestireno de 96 pocos preconizada pelo CLSI
(2015), que considera CIM a menor concentracdo do agente antimicrobiano capaz de impedir
o crescimento visivel de um micro-organismo em testes de sensibilidade por dilui¢do em
caldo ou &gar.

Os resultados obtidos mostraram que o crescimento planctdnico das cepas de
E.coli foi influenciado pela presenca de diferentes concentracdes dos sobrenadantes,
apresentando CIM de 12,5 a 25%, 0 que demonstra que as cepas utilizadas no presente estudo
sdo susceptiveis a atividade antimicrobiana dos SLCf produzidos (TABELA 2). Ao ser
realizado o teste com os sobrenadantes neutralizados nao foi observado efeito inibitorio em
nenhuma das concentragdes analisadas.

A atividade bactericida foi analisada através do método de determinagdo da CBM,
a qual é considerada como a menor concentracdo capaz de erradicar completamente o
crescimento microbiano apos o tempo de incubagdo. A menor CBM obtida para os SLCf foi
de 25% (TABELA 2).
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Tabela 2 — Percentual (%) de Concentracéo Inibitdria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

dos sobrenadantes cell-free obtidos de LA 14 comercial, L. acidophilus e L. rhamnosus sobre isolados de

Escherichia coli.

CIM/CBM (%SLCH)

Amostra LA 14 L. acidophilus L. rhamnosus
ATCC 4356 ATCC 9595

P12 25,00/ 50,00 12,50 / 50,00 12,50 / 50,00
P25 12,50 / 50,00 12,50 / 50,00 12,50 / 50,00
P35 12,50 / 50,00 12,50 / 25,00 12,50 / 25,00
P36 12,50 / 50,00 12,50 / 25,00 25,00/ 25,00

Fonte: Proprio autor (2019).

5.4 Atividade antibiofilme do SLCf

Nos ensaios de atividade antibiofilme foi verificado que a biomassa produzida
pelas cepas que ndo entraram em contato com o SLCf apresentou médias de absorbancia entre
1,17 (£ 0,198) e 4,09 (x 0,125), sendo classificadas como fortes produtores de biofilme
(SCHIEBEL et al.,, 2017). Neste caso, as concentracGes capazes de inibir o crescimento
planctonico das E. coli provavelmente ndo apresentariam efeitos relevantes na reducdo da
biomassa pré-formada. Portanto, optou-se em utilizar para os tratamentos a concentracdo de
SLCf a 50%, que representa a CBM para a maioria dos isolados (FIGURA 6).

Figura 10 — Quantificacdo através de coloracdo por cristal violeta da biomassa do biofilme de isolados de
Escherichia coli apds 12 h de formacéo, seguida de 12 h tratamento com o sobrenadante cell-free produzido por
(LC) LA 14 comercial (LA) L. acidophillus ATCC 4356 (LR) L. rhamnosus ATCC 9595.
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Fonte: Proprio autor (2019).

* Efeito estatisticamente relevante do grupo tratado com sobrenadante cell-free em relagdo ao controle nédo
tratado (p < 0,01).

# Efeito estatisticamente relevante entre os grupos tratados com sobrenadante cell-free (p < 0,01).
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Neste ensaio foi possivel verificar que o biofilme formado durante 12h por todas
as cepas de E. coli foi susceptivel a acdo pelo menos dois SLCf. Destaca-se que os isolados
P25, P35 e P36 apresentaram uma reducéo significativa no biofilme ap6s o tratamento com os
trés tipos de SLCH.

Também foi calculado o percentual (%) de inibicdo da biomassa pré-formada por
12 h, ap6s 12 h de tratamento com os SLCf, conforme férmula proposta por Abdelhamid,

Esaam e Hazaa (2018), cujos resultados estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Percentual (%) de Inibicdo do biofilme pré-formado (12 h) por isolados de Escherichia coli, apds
tratamento com os sobrenadantes cell-free obtidos de LA 14 comercial, L. acidophilus ATCC 4356 e L.
rhamnosus ATCC 9595.

% Inibicéo £ D.P.

Amostra LA 14 L. acidophilus ATCC 4356 L. rhamnosus ATCC 9595
P12 49,55 + 2,64 * 9,77 + 4,23 25,61+ 1,86
P25 55,39 + 3,38 * * 25,78 + 2,43 33,03 +4,19
P35 52,53 £ 5,44 ** 22,57 +571 33,86 +7,18
P36 62,62 +4,50" 53,23 +5,73 " 35,75 + 9,42

Fonte: Proprio autor (2019). D.P.: Desvio padrdo das médias de inibicao.
* Efeito de inibigdo estatisticamente relevante em relagdo a cepa padrdo L. acidophilus ATCC 4356 (p<0,01).
# Efeito de inibicdo estatisticamente relevante em relagdo a cepa padrédo L. rhamnosus ATCC 9595 (p<0,01).

Dessa forma, foi possivel verificar que o sobrenadante produzido pela cepa
comercial apresentou maiores percentuais de inibicdao de biofilme de P12, P25 e P35, além de
igualar com L. acidophilus ATCC 4356 no tratamento de P36, complementando o resultado
apresentado na Figura 6.
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6 DISCUSSAO

6.1 Teste de sensibilidade antimicrobiana

Os isolados estudados apresentaram perfil de resisténcia e a cepa P12 de
multirresisténcia ja que ndo foi susceptivel a mais de uma classe de agente antibacteriano
(WANG et al.,, 2017). A resisténcia a ampicilina evidenciada por todas as cepas €
incompativel com o preconizado pelo CLSI (2015), o qual indica a utilizacdo das
aminopenicilinas para fins clinicos contra este micro-organismo. O termo “resistente”
significa a capacidade de crescimento de uma bactéria in vitro na presenca da concentragdo
sérica de antibiotico sem produzir toxicidade ao organismo.

Os isolados de E. coli também apresentaram resisténcia ou resisténcia
intermediaria contra amoxicilina/acido clavulanico e cefalotina. Tais antimicrobianos
compdem o grupo dos beta-lactdmicos, um dos mais utilizados para combater bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, representando cerca de 60% dos antibioticos utilizados no mundo
para o tratamento de doengas infecciosas (OZTURK; OZKIRIMLI; OZGUR, 2015).

Observou-se que mesmo com a combinagdo da amoxicilina com um inibidor de
beta-lactamases (acido clavulanico), as cepas ainda apresentaram resisténcia intermediaria.
Esse inibidor, utilizado associado a penicilinas hidrolisaveis, foram produzidos a fim de
combater as enzimas de resisténcia adquiridas pelos micro-organismos e ndo possuem agdo
antimicrobiana, porém tem acdo inibidora sobre as beta-lactamases (MOSQUITO et al.,
2011).

Os antibidticos beta-lactdmicos interferem na sintese do peptidoglicano, um
componente estrutural da parede celular bacteriana (CAG et al., 2016). Entretanto, sabe-se
gue mais de 60% das cepas de E. coli isoladas mundialmente sdo capazes de produzir beta-
lactamases, enzimas capazes de anular a acdo desses antibiédticos (OZTURK; OZKIRIMLI;
OZGUR, 2015). A presenca de linhagens resistentes dessa bactéria é preocupante por
dificultar o tratamento de doencas em animais e humanos, agravando os quadros clinicos
possivelmente curaveis (CERGOLE-NOVELLA; PIGNATARI; GUTH; 2015).

Em relacdo a classe das quinolonas, observou-se que a amostra P12 foi resistente
a ciprofloxacina, norfloxacina e acido nalidixico. A partir dos anos 1990, deu-se inicio a um
uso generalizado desses antimicrobianos sintéticos no tratamento de infeccbes do trato
urinario causadas por E. coli, havendo assim um aumento progressivo de estirpes resistentes a
essa substancia (WHO, 2014).
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As quinolonas sdo destacadas pela Organizacdo Mundial de Salde na lista dos
antimicrobianos criticamente importantes para a medicina humana, na qual recomenda-se
prudéncia na utilizacdo desses farmacos (WHO, 2017). A resisténcia aos antibioticos dessa
familia pode acarretar em maiores custos ao paciente e ao sistema de saude, ja que 0S mesmos
representam uma das ultimas opcoes de tratamento oral disponiveis (WHO, 2014).

Ryu et al. (2012) analisando isolados de E. coli provenientes de peixes frescos
comercializados, também detectaram amostras ndo susceptiveis a acdo de 8 antimicrobianos,
entre os quais: ampicilina, cefalotina e acido nalidixico. Os autores sugerem que esses
alimentos podem servir de reservatorio para bactérias multirresistentes e facilitam a
disseminacéo de genes de resisténcia.

Dentre os farmacos discutidos, Kong et al. (2015) destacam que ampicilina e
quinolonas sdo utilizados na primeira linha de tratamento contra infec¢des causadas por E.
coli enteroagregativas devido a facil disponibilidade e baixo custo. O patétipo EAEC é
caracterizado por sua habilidade em aderir-se as células humanas, com consequente formacao
de biofilme e estabelecimento de infec¢des persistentes (GONCALVES, 2017).

Ressalta-se ainda que as bactérias do presente estudo foram isoladas de amostras
de tilapias adquiridas no comércio varejista, 0 que causa preocupacdo pelo seu facil acesso ao
consumidor j& que é o peixe mais cultivado no Brasil, cuja produgdo aumentou em mais de
220% entre os anos de 2005 e 2015 (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA, 2017). Estima-se que a producdo da pesca e aquicultura no Brasil deve
crescer mais de 100% até o ano de 2025, sinalizando a necessidade de maior atencdo a
propagacdo de resisténcia antibidtica (FAO, 2018). Entretanto, a legislacdo brasileira
relacionada ao uso de antimicrobianos recomendados na aquicultura ainda € incipiente e
existem poucas informacdes sobre o uso e as concentra¢fes dos antibioticos, bem como as
formas de administracdo (ALMEIDA et al., 2017).

Os antibioticos sdo usados para combater doencas e melhorar a produtividade em
sistemas de producdo de animais aquaticos (COLELLO et al., 2015). Porém, sabe-se que 0
uso indiscriminado desses agentes no cultivo de peixe também pode estar relacionado com a
incidéncia de enterobacteérias resistentes na populacdo (CHUAH et al., 2016; MONTEIRO et
al., 2016). Cepas de E. coli resistentes a diferentes familias de antibioticos vém sendo isoladas
de amostras de peixes. Inclusive, devido a importante comercializagédo de tilapias no Nordeste
do Brasil, estudos conduzidos no Estado do Ceara também chegaram a resultados semelhantes
(TEOPHILO et al., 2002; ROCHA et al., 2014).

Entre outros fatores que devem ser mencionados para justificar o elevado nimero
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de cepas resistentes a beta-lactdmicos provenientes de pescado, ressalta-se a constante
contaminagdo de reservatorios d’agua por residuos hospitalares, trazendo riscos adicionais a
salde humana e ao meio ambiente (ALMEIDA et al., 2017). Rocha et al. (2014) relacionam
também a manipulacdo inadequada como um ponto critico para que peixes comercializados
sirvam de reservatorios para disseminagcdo de genes bacterianos que conferem mdltipla

resisténcia.

6.2 Teste de Antagonismo

Os testes de antagonismo sé&o bem documentados na literatura a fim de investigar
a propriedade antibacteriana de microrganismos benéficos. No screening inicial do presente
estudo, foi possivel detectar que os trés probioticos possuiam forte capacidade de inibicdo do
crescimento dos isolados de E. coli farmacorresistentes.

A capacidade antagbnica do género Lactobacillus ja é bem documentada,
corroborando os resultados dessa pesquisa. Uma diferente cepa de L. rhamnosus (CSUR
P567) ja havia demonstrado efeito antagénico sobre isolados clinicos de E. coli em estudo
realizado por Dubourg, Elsawi, Raoult (2015). Tal resultado foi atribuido a producdo de
substancias caracteristicas do metabolismo destes micro-organismos, como 0s acidos
organicos, perdxido de hidrogénio e bacteriocinas.

Halder e Mandal (2016), também utilizando 0 método overlay para avaliar a acao
de cepas comerciais, entre elas o L. acidophillus PBL2B, evidenciaram uma ac¢do de inibicdo
sobre o crescimento de E. coli e Klebsiella pneumoniae. Desta forma, concluem sugerindo
que a utilizacdo dessa cepa, de forma isolada ou combinada com outros probiéticos e até
mesmo com antibioticos, seria uma alternativa Util na terapia contra infec¢Bes bacterianas em
humanos.

Abdelhamid, Esaam e Hazaa (2018) também evidenciaram forte atividade
antagonica de L. acidophillus EMCC 1324 sobre isolados clinicos de E. coli multirresistentes
(zonas de inibicdo ~ 13-17 mm). Ayeni, Ruppitsch e Ayeni (2018) ao realizarem o teste de
agar overlay, identificaram acdo antagonica de Lactobacillus e outras BAL’s isolados de
iogurtes comerciais sobre E. coli entérica EC6 multirresistente, Shigella sp. e Salmonella sp..

Entretanto, sugere-se que esse potencial seja sempre avaliado, j& que também se
encontra na literatura pesquisas que nao detectaram resultados satisfatorios. Uma cepa

selvagem de L. acidophillus isolada de amostra comercial de coalhada apresentou um fraco
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efeito antagbnico contra E. coli proveniente de urinocultura (R= 3,17+ 0.29 - 5,13+0,48 mm)
(HALDER; MANDAL, 2017).

6.3 Atividade antimicrobiana do SLCf

A atividade antimicrobiana é um dos precedentes cruciais para que um probiotico
seja considerado eficaz. Em uma recente revisdo realizada por Markowiak e Slizewska
(2017), foram elencados diversos géneros de micro-organismos intestinais patogénicos, como
Clostridium, Campylobacter, Salmonella, Shigella, Staphylococcus, Yersinia e Escherichia,
sensiveis a essas bactérias benéficas. O efeito sobre as enterobactérias é atribuido a producéo
de substancia que tornem o ambiente hostil, como acidos organicos (lactico, acético,
propibnico, succinico, etc), perdxido de hidrogénio, bacteriocinas e substancias
antimicrobianas de baixo peso molecular (FIJAN, 2014; DAVOODABADI et al., 2015; CUI
etal., 2017; ABDELHAMID; ESAAM; HAZAA 2018).

Em consonancia com o presente estudo, Prabhurajeshwar e Chandrakanth (2017)
evidenciaram o potencial antimicrobiano do sobrenadante de Lactobacillus isolados a partir
de produtos lacteos sobre o crescimento planctnico de diferentes cepas enteropatogénicas,
dentre elas, E. coli.

A cepa de referéncia L. acidophilus ATCC 4356 ja havia anteriormente
apresentado capacidade competitiva contra enteropatégenos como C. jejuni (CAMPANA et
al., 2012). Estes mesmos autores indicaram que tal acdo estava relacionada a presenca de
moléculas proteicas, ja que o sobrenadante obtido manteve o efeito mesmo ap6s neutralizacdo
e aquecimento. Porém, ap6s a adicdo de tripsina e proteinase K, a atividade inibitéria foi
reduzida. Sabe-se também que esta bactéria de origem humana possui protecdo contra
ambientes hostis, desempenhada pela funcionalidade da camada de superficie (S-layer),
fundamental para o seu estabelecimento no trato gastrointestinal e para o controle no
crescimento de bactérias Gram-negativas (CAMPANA et al., 2012).

O L. rhamnosus também é uma cepa bastante estudada por suas propriedades
probioticas. Delley et al. (2015) referem que entre os plausiveis mecanismos de agédo
antimicrobiana de L. rhamnosus GR-1 contra especies de E. coli uropatogénicas, destacam-se
sua capacidade acidogénica e a inducdo de estresse na membrana externa de bactérias Gram-
negativas.

Ao ser realizado o teste com os sobrenadantes neutralizados ndo foi observado

efeito inibitério em nenhuma das concentracGes analisadas. Esse resultado pode ser um
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indicativo de que a acdo antagonica do sobrenadante obtido das cepas de Lactobacillus seja
devido a producdo de &cidos organicos, os quais tiveram seu efeito anulado ap6s a adigéo de
NaOH a 4 N. Estudos anteriores ja reportaram um mecanismo pH-dependente esta
diretamente envolvido na acdo antimicrobiana de Lactobacillus (AWEEN et al., 2012;
DAVOODABADI et al., 2015; DELLEY et al., 2015; OSAMA et al., 2017).

6.4 Atividade antibiofilme do SLCf

Dependendo das condigdes ambientais encontradas, 0S micro-organismos
organizados em biofilmes podem exibir caracteristicas fenotipicas diferentes, de maneira a
resultar em variacOes de fatores de viruléncia, moléculas de superficie e até mesmo resisténcia
antimicrobiana (DEAN; BISHOP; VAN HOEK, 2011). Ressalta-se ainda que 80% das
infeccbes bacterianas em humanos estdo associadas a presenca de biofilmes resistentes a
agentes antimicrobianos (ABDELHAMID; ESAAM; HAZAA, 2018).

Dentre as enterobactérias causadoras de doencas infecciosas intestinais, a E. coli
desempenha sua habilidade de adeséo a diferentes superficies como um de seus reconhecidos
fatores de viruléncia, 0 que demonstra consonancia com os resultados obtidos em que as cepas
foram classificadas como fortes produtoras de biofilmes (FIGURA 10). Adicionalmente, os
isolados formadores de biofilmes que apresentam resisténcia antimicrobiana possuem maior
facilidade em persistirem no hospedeiro, sendo capaz de desencadear casos de infeccdes
cronicas (CERGOLE-NOVELLA; PIGNATARI; GUTH; 2015).

Ao ser analisada a capacidade de tratamento de biofilmes pré-formados (12 h)
com SLCf a 50%, os resultados também foram satisfatorios, ja que formacdo de biofilme
pelas cepas de E. coli foi interferida pelos trés probidticos testados, com excec¢do de P12 que
sofreu interferéncia de apenas dois (FIGURA 6), com expressivos percentuais de reducdo
(TABELA 3). Para esse ensaio foi utilizada a concentracdo que representava a CBM para
maior parte das cepas testadas, ja que a exposic¢éo do biofilme a concentragdes subinibitdrias,
além de falhar na sua erradicacdo, pode aumentar sua formacdo (BJARNSHOLT et al., 2013).

Destaca-se aqui que os resultados obtidos com o sobrenadante produzido pela
cepa LA 14 em conseguir interferir na biomassa produzida por todos os isolados investigados
condiz com sua alegacdo comercial de propriedades probidticas, que pode estar relacionada
com a inibicdo de micro-organismos potencialmente prejudiciais, como a E. coli,
demonstrado neste estudo. Entretanto, as duas outras cepas testadas também apresentaram

potencial antibiofilme e podem representar estratégias terapéuticas alternativas.
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O desenvolvimento da biomassa bacteriana é a etapa conclusiva na formacao dos
biofilmes que pode desencadear resisténcia a acdo de antibiodticos, portanto, uma interrupcéo
nessa cascata de formacgdo € um processo complexo e desejavel (THAKUR et al., 2016).
Nesse mesmo contexto, substancias capazes de atacar esses aglomerados celulares na etapa de
dispersdo também se destacam como possibilidades de tratamento de biofilmes resistentes
(PETROVA; SAUER, 2016). Dessa forma, a utilizacdo de preparagdes cell-free obtidas a
partir de probidticos pode ser efetiva no tratamento de infeccbes causadas por cepas
multirresistentes de E. coli, além de também possuir aplicacfes no ambito da conservacdo de
alimentos, conforme destacam estudos recentes (ZANFARDINO et al., 2017,
ABDELHAMID; ESAAM; HAZAA,2018).

A industria alimenticia ja sinaliza interesse em investigar a acdo protetora de
probidticos, a fim de ser utilizada como uma abordagem alternativa de reduzir a formacéo de
biofilmes por bactérias patogénicas. Dessa forma, destaca-se a importancia da producdo de
biosurfactantes capazes de inibir a adesdo de competidores em uma mesma superficie, como a
E. coli O157:H7 (GOMEZ et al., 2016). De forma geral, as atividades antibiofilme
desempenhadas por Lactobacillus também se deve a outras substancias inibidoras, como o0s
acidos organicos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas (CUI et al., 2017). No entanto,
mecanismos moleculares detalhados do efeito inibitorio sobre o biofilme de bactérias
patogénicas ndo foi completamente compreendido e merece mais estudos.
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7 CONCLUSAO

Os isolados de E. coli foram identificados como resistentes a pelo menos dois
antimicrobianos testados, além de caracterizarem-se por apresentar alto potencial de formacéo
de biofilme. Inicialmente, as cepas probiéticas testadas exerceram forte atividade antagénica
sobre o crescimento das E. coli. Alem disso, os sobrenadantes livres de células também
exerceram acao bacteriostatica e bactericida durante o crescimento planctdnico de cepas de E.
coli isoladas.

Com relagdo ao efeito antibiofilme, todos os sobrenadantes de Lactobacillus
desempenharam atividade sobre as propriedades de formacdo de biomassa pelas cepas de E.
coli isoladas, com destaque para a cepa comercial LA 14, seguida de L. rhamnosus ATCC
9595 e L. acidophilus ATCC 4356. Entretanto, todas as preparacdes cell-free obtidas podem
representar ferramentas para uma possivel superacdo dos mecanismos de resisténcia
apresentados por isolados E. coli.

Em conclusdo, ressalta-se que estes resultados poderdo servir como futura
aplicacdo biotecnoldgica para o desenvolvimento de estratégias de controle microbiano mais

eficazes, tanto na clinica médica e na bio-preservagdo de alimentos.
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