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RESUMO 207 

Introdução: As bactérias em biofilmes se diferem metabolicamente das demais bactérias 208 

em suspensão isoladas em cultura pura, pois apresentam uma maior resistência aos 209 

antibióticos e desinfetantes. Estudos mostram que dois diferentes mecanismos são 210 

capazes de atuar modulando a formação de biofilmes, sendo estes: inibição da fixação da 211 

superfície bacteriana e desestabilização /interrupção de biofilmes maduros 212 

irreversivelmente aderidos. Considerando a relevância do tema e a necessidade de 213 

terapias inovadoras, uma nova estratégia propõe o uso de probióticos como agentes 214 

antimicrobianos. Objetivo: Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme do 215 

sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 (CFS) em diferentes gêneros 216 

bacterianos formadores de biofilmes. Metodologia: Foram realizados ensaios para 217 

avaliação da capacidade antimicrobiana e antibiofilme do CFS contra as bactérias 218 

Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Acinetobacter 219 

baumannii ATCC 19606, Acinetobacter baumannii 301, Staphylococcus aureus ATCC 220 

12598 e Staphylococcus aureus ATCC 29213,   sendo o primeiro destes, o ensaio de 221 

concentração inibitória mínima de atividade antimicrobiana (CIM), seguido pelos ensaios 222 

de inibição da formação de biofilmes e destruição de biofilmes maduros. Os dados foram 223 

processados, e os gráficos elaborados utilizando o software GraphPad Prism 7.05. 224 

Resultados: Todos os ensaios demonstram alto percentual de inibição da atividade 225 

bacteriana das cepas testadas, obtendo percentual em torno de 99% de inibição nos 226 

ensaios de CIM e inibição da formação de biofilmes, e 88% de capacidade de destruição 227 

de biofilmes maduros. Conclusão: O CFS apresentou atividade antimicrobiana contra 228 

todas cepas testadas, e além de inibir a formação de biofilmes também foi capaz de 229 

destruir biofilmes bacterianos previamente formados. Assim, nossos resultados 230 

demonstram a importância de maiores estudos com essa substância, visando uma possível 231 

alternativa terapêutica para o tratamento de infecções causadas por estes microrganismos. 232 

Palavras-chave: Biofilmes; probióticos; Lactobacillus rhamnosus;                       233 

Resistência bacteriana a fármacos. 234 

 235 

 236 

 237 



 
 

ABSTRACT 238 

Introduction: Bacteria in biofilms differ metabolically from other bacteria in suspension 239 

isolated in pure culture, because they are more resistant to antibiotics and disinfectants. 240 

Studies have shown that two different mechanisms can act modulating biofilm formation, 241 

namely: inhibition of bacterial surface attachment and destabilization/interruption of 242 

irreversibly adhered mature biofilms. Considering the relevance of the theme and the need 243 

for innovative therapies, a new strategy proposes the use of probiotics as antimicrobial 244 

agents. Objective: To evaluate the antimicrobial and antibiofilm activity of the 245 

supernatant of L. rhamnosus ATCC 7469 (CFS) on different strains of bacterial genera. 246 

Methodology: Assays were performed to evaluate the antimicrobial and antibiofilm 247 

capacity of the CFS against Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa 248 

ATCC 15442, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Acinetobacter baumannii 301, 249 

Staphylococcus aureus ATCC 12598 and Staphylococcus aureus ATCC 29213, being the 250 

first of these, the minimum inhibitory concentration of antimicrobial activity (MIC) 251 

assay, followed by the inhibition assays of the formation of biofilms and destruction of 252 

mature biofilms. The data were processed, and graphs prepared using GraphPad Prism 253 

7.05 software. Results: All tests demonstrate a high percentage of inhibition of bacterial 254 

activity of strains tested, obtaining percentage around 99% of inhibition in the MIC and 255 

biofilm formation inhibition tests, and 88% of ability to destroy mature biofilms. 256 

Conclusion: CFS showed antimicrobial activity against all strains tested, and besides 257 

inhibiting biofilm formation it was also able to destroy previously formed bacterial 258 

biofilms. Thus, our results demonstrate the importance of further studies with this 259 

substance, aiming at a possible therapeutic alternative for the treatment of infections 260 

caused by these microrganisms. 261 

 262 

Keywords: Biofilms; probiotics; Lactobacillus rhamnosus; Drug resistance, 263 

Bacterial. 264 
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 369 

1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 370 
 371 

            1.1 Biofilmes 372 

Biofilmes são comunidades microbianas caracterizadas pela produção de 373 

substâncias poliméricas extracelulares que favorecem a adesão às superfícies bióticas e 374 

abióticas (MIQUEL, S et al., 2016). Sabe-se que interações intra e interespécies de 375 

bactérias geram competição entre os microrganismos, podendo afetar o desenvolvimento 376 

de biofilmes. As bactérias formadoras de biofilmes se diferem metabolicamente das 377 

demais bactérias em suspensão isoladas em cultura pura, pois apresentam uma maior 378 

resistência aos antibióticos e desinfetantes (RENDUELES, O., 2015; FRIERI M. et al, 379 

2017).  380 

Em 2012, uma pesquisa realizada pela associação francesa “Réseau d’alerte, 381 

d’investigation et de vigilância de infecções nosocomiales” (RAISIN), avaliou a 382 

prevalência de infecções nosocomiais em 1938 instalações hospitalares e 300.330 383 

pacientes, identificando que os microrganismos frequentemente associados às infecções 384 

foram: Escherichia coli, Staphylococcus aureus (38,1% resistente a meticilina, MRSA), 385 

Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, sendo todas estas cepas produtoras 386 

de biofilme (RAISIN, 2015).  Em 2017 a Organização Mundial da Saúde (OMS) também 387 

evidenciou algumas bactérias que se destacaram devido à sua ampla resistência a 388 

antibióticos, destacando que estas devem ter prioridade na investigação de novos 389 

fármacos. Nesta lista, os patógenos do grupo ESKAPE estão classificados como 390 

criticamente prioritários (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 391 

pneumoniae e Enterobacter spp.) e altamente prioritários (Enterococcus faecium e 392 

Staphylococcus aureus) para pesquisas e descobertas de antimicrobianos que minimizem 393 

a morbimortalidade por esses agentes infecciosos (WHO, 2017). 394 

Devido ao surgimento e ampla disseminação de bactérias multirresistentes aos 395 

antibióticos, houve um notório aumento do número de mortes por infecções, 396 

configurando-se hoje um dos principais desafios globais de saúde pública, prejudicando 397 

progressos nos cuidados de saúde, produção de alimentos e expectativa de vida. Segundo 398 

o Centro de controle e prevenção de doenças, do inglês CENTERS FOR DISEASE 399 

CONTROL AND PREVENTION, UNITED STATES - CDC, o investimento no 400 
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desenvolvimento e acesso a vacinas, terapêuticos e diagnósticos são fundamentais para 401 

melhor prevenção, tratamento e detecção deste problema (CDC, 2019). 402 

Tendo em vista o grave problema de saúde pública configurado pela resistência a 403 

antibióticos, as estratégias antibiofilme tornam-se de vital importância e interesse para a 404 

biotecnologia médica, fato que podemos evidenciar através do grande número de 405 

publicações recentes sobre o tema (SARIKHANI et al., 2018; ISHIKAWA et al., 2020; 406 

CARVALHO et al., 2021). Os biofilmes exibem particularidades que irão modificar a 407 

resistência bacteriana a fatores externos e interferir em suas capacidades de propagação e 408 

fatores de virulência, conforme demonstra a figura 1. 409 

 410 

Fonte: RENDUELES et al., 2015. Doi:10.1128/microbiolspec.MB-0009-2014.f1. 411 

Modificado pela autora. 412 

Figura 1 - Parâmetros ecológicos e evolutivos que operam em comunidades de biofilmes. 413 

Efeitos de grupo: aumentam a aptidão bacteriana em comparação com a vida solitária. 414 

 415 

Dois diferentes mecanismos são caracterizados como responsáveis por atuar 416 

modulando a formação de biofilmes, sendo estes: inibição da fixação da superfície 417 

bacteriana e desestabilização /interrupção de biofilmes maduros irreversivelmente 418 
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aderidos (MIQUEL et al., 2016). Neste estudo, ambas hipóteses foram testadas através 419 

de ensaios de inibição da formação de biofilmes e destruição de biofilmes maduros. 420 

Com relação as cepas utilizadas neste estudo, com exceção do isolado clínico 421 

Acinetobacter baumannii 301, todas são caracterizadas como padrão de referência 422 

American Type Culture Collection – abreviadas do inglês por ATCC, sendo o critério de 423 

inclusão destas a produção de biofilmes. Quanto a sensibilidade aos antibióticos, a cepa 424 

Acinetobacter baumannii ATCC 19606 é suscetível a uma ampla variedade de 425 

antibióticos, incluindo ácido nalidíxico, ciprofloxacina e muitos antibióticos das famílias 426 

ß-lactama e aminoglicosídeo e resistente à ampicilina, estreptomicina, espectinomicina, 427 

cloranfenicol, sulfametoxazol e ceftazidima. Já as cepas de Staphylococcus aureus,  428 

(ATCC 12598 e ATCC 29213) demonstram sensibilidade à meticilina (MSSA), 429 

(HAMIDIAN M. Et al., 2020; SONI I. Et al., 2015; MUSSO N. Et al., 2021). O isolado 430 

clínico Acinetobacter baumannii 301, apresenta resistência aos antibióticos 431 

ciprofloxacina e ceftazidima e sensibilidade à amicacina (HALICKI et al., 2019). 432 

 433 

            1.2 Uso de probióticos no combate a biofilmes 434 

Probióticos são microrganismos vivos que, quando consumidos em quantidades 435 

adequadas, são capazes de conferir benefícios à saúde do hospedeiro (WHO, 2005). A 436 

literatura indica que a introdução de probióticos pela alimentação é recomendada como 437 

agente benéfico que pode equilibrar e promover benefícios a composição da microbiota, 438 

proteger contra inflamação intestinal e agir na modulação do sistema imune (SHI, L. H. 439 

et al., 2016). 440 

Alguns mecanismos são sugeridos como responsáveis pela saúde do hospedeiro 441 

proporcionada pelos probióticos, sendo estes: optimização da função da barreira intestinal 442 

através de efeitos no epitélio e revestimento de muco, produção de substâncias 443 

antimicrobianas, regulação de acidez luminal e competição com bactérias patogênicas. 444 

Esta competição pode ocorrer através da disputa por sítios de adesão, nutrientes, ou 445 

devido à própria produção de substâncias antimicrobianas (GERRITSEN J et al., 2011; 446 

RIJKERS GT et al., 2010;). Através de determinadas estratégias de alto rendimento, 447 

incluindo transcriptômica, metabolômica, proteômica e metagenômica, foi identificado 448 

que os probióticos foram capazes de modular a mucosa intestinal e as respostas imunes 449 
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sistêmicas, sendo capaz de conferir proteção ao hospedeiro no combate à patógenos como 450 

Helicobacter pylori, reduzindo seu potencial patogênico (IANNITTI T, PALMIERI B., 451 

2010). 452 

Devido ao aumento da resistência dos patógenos ao tratamento com antibióticos 453 

e a inovação limitada de novos medicamentos se faz necessária a descoberta de novas 454 

alternativas que possam proporcionar segurança e eficácia no combate aos 455 

microrganismos patogênicos formadores de biofilmes. Estudos recentes têm demonstrado 456 

que os probióticos podem ser uma alternativa interessante para esta questão 457 

(FRICKMANN et al., 2018; ISHIKAWA et al., 2020; CARVALHO et al., 2021). 458 

Evidências científicas demonstram que os probióticos podem ser efetivos no combate aos 459 

biofilmes de patógenos atuando através da modificação do ambiente circundante, 460 

tornando-o desfavorável para os patógenos através da diminuição do pH, dificultando a 461 

atividade e adesão a superfícies através da liberação de compostos inibidores de 462 

crescimento (PRABHURAJESHWAR C et al., 2017; DE MELO PEREIRA GV., 2018; 463 

KHALIGHI A, BEHDANI R, KOUHESTANI S (2016); MALDONADO NC et al., 464 

2017).  465 

Estudo que teve por objetivo avaliar a eficácia de atividades antimicrobianas e 466 

antibiofilmes de Enterococcus faecalis, Lactobacillus sporogenes, Lactobacillus sp e 467 

Lactobacillus casei Shirota (microrganismo probiótico exclusivo da multinacional 468 

japonesa Yakult) contra Cronobacter sakazakii, demonstrou um potencial de inibição de 469 

biofilme maior que 80%, após 12 horas de incubação inicial, seguidas por atividades mais 470 

fracas após 24 e 48h de incubação (50-60%) para todas as cepas testadas (JAMWAL et 471 

al.,2019). HAGER e colaboradores, concluíram que os biofilmes polimicrobianos 472 

formados por Candida tropicalis, Escherichia coli e Serratia marcescens foram inibidos 473 

e desestruturados pelo composto probiótico formado por Lactobacillus acidophilus, 474 

Lactobacillus rhamnosus, e Bifidobacterium breve acrescidos de amilase (HAGER et al., 475 

2019). Uma revisão sistemática recente, que teve por objetivo resumir evidências atuais 476 

que sustentem os efeitos das células probióticas no controle e prevenção de doenças 477 

associadas a biofilmes, identificou que as cepas probióticas que foram mais promissoras 478 

contra diferentes grupos de patógenos foram:  Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 479 

casei e Lactobacillus rhamnosus para bactérias Gram-negativas; Lactobacillus 480 
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fermentum e Lactobacillus paracasei para bactérias Gram-positivas, e Lactobacillus casei 481 

e Lactobacillus rhamnosus para leveduras (CARVALHO et al., 2021).  482 

Os mecanismos utilizados pelos lactobacilos no combate a biofilmes são diversos, 483 

sendo os principais agentes antimicrobianos relatados segundo a literatura: bacteriocinas, 484 

biossurfactantes, peróxido de hidrogênio e ácido lático (MALDONADO NC et al., 2007; 485 

KANG MS et al., 2011; WU CC et al., 2015). Lactobacilos também demonstram bons 486 

resultados no tratamento de infecções orais, vaginais e de feridas em estudos in vitro e 487 

também em ensaios clínicos (VUOTTO et al., 2014). Algumas cepas de Lactobacillus, 488 

como Lactobacillus casei shirota e Lactobacillus rhamnosus HN001 foram capazes de 489 

inibir o crescimento e formação de biofilme de Streptococcus mutans através da produção 490 

de um ambiente ácido e polipeptídeos semelhantes à bacteriocina, sugerindo uma 491 

cooperação destes dois mecanismos de ação (DAWGUL, M ET AL., 2014). 492 

Considerando a relevância do tema e a necessidade de terapias inovadoras, uma 493 

nova estratégia propõe o uso de probióticos como agentes antimicrobianos. Tendo em 494 

vista a importância de oferecer uma alternativa natural, acrescida do fato de que os 495 

mesmos já demonstraram importantes propriedades promotoras da saúde e são, em geral, 496 

considerados seguros para os seres humanos e meio ambiente; testar esta possibilidade se 497 

torna de extrema importância no desenvolvimento de medidas terapêuticas 498 

(CARVALHO et al., 2021). Após as evidências citadas, se torna importante avaliar a 499 

capacidade do sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 de atuar contra a 500 

formação de biofilmes por gêneros bacterianos de interesse para o desenvolvimento de 501 

novos métodos terapêuticos. 502 

 503 

 504 

 505 

 506 

 507 

 508 
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2. OBJETIVOS 509 
 510 

             2.1 Objetivo geral:  511 

Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme do sobrenadante de 512 

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 em diferentes gêneros bacterianos. 513 

              2.2 Objetivos específicos:  514 

Avaliar a atividade antimicrobiana (CIM) do sobrenadante de cultivo de 515 

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 em diferentes gêneros bacterianos. 516 

 517 

Avaliar a atividade do sobrenadante de cultivo de Lactobacillus rhamnosus 518 

ATCC 7469 na inibição da formação de biofilmes formados por Acinetobacter 519 

baumannii e Staphylococcus aureus. 520 

 521 

Avaliar a atividade do sobrenadante de cultivo de Lactobacillus rhamnosus 522 

ATCC 7649 na destruição de biofilmes formados por Acinetobacter 523 

baumannii e Staphylococcus aureus. 524 

 525 

 526 

 527 

 528 

 529 

 530 

 531 

 532 

 533 

 534 

 535 

 536 

 537 

 538 

 539 
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3. MANUSCRITO 540 
 541 

Manuscrito a ser submetido na revista Biofouling, ISSN: 1029-2454. 542 

           Fator de impacto: 3.797 (2021)  543 

As normas de submissão podem ser consultadas em: 544 

<https://www.tandfonline.com/action/authorSubmission?show=instructions&jou545 

rnalCode=gbif20>. 546 

 547 
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Evaluation of antimicrobial and antibiofilm activity of the supernatant of 571 

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 against Acinetobacter baumannii and 572 

Staphylococcus aureus 573 

 574 

ABSTRACT 575 

Introduction: Studies have shown that two different mechanisms can act modulating 576 

biofilm formation, namely: inhibition of bacterial surface attachment and 577 

destabilization/interruption of irreversibly adhered mature biofilms. Considering the 578 

relevance of the theme and the need for innovative therapies, a new strategy proposes the 579 

use of probiotics as antimicrobial agents. Objective: To evaluate the antimicrobial and 580 

antibiofilm activity of cell free supernatant (CFS) of Lactobacillus rhamnosus ATCC 581 

7469 on different strains of biofilm-forming bacteria. Methodology: Three assays were 582 

performed to evaluate the antibiofilm capacity of the CFS against Acinetobacter 583 

baumannii ATCC 19606, Acinetobacter baumannii 301, Staphylococcus aureus 12598 584 

and Staphylococcus aureus 29213, the first of these being the minimum inhibitory 585 

concentration (MIC) assay for antimicrobial activity, followed by the inhibition assays 586 

for the formation and destruction of mature biofilms. The data were processed, and graphs 587 

prepared using GraphPad Prism 7.05 software. Results: All assays demonstrate a high 588 

percentage of inhibition of the bacterial activity of the pathogenic strains tested, obtaining 589 

percentage around 99% of inhibition in MIC and biofilm formation inhibition assays, and 590 

88% mature biofilm destruction capacity, especially for Acinetobacter baumannii ATCC 591 

19606, where we obtained the highest percentages of antibiofilm activity. Conclusion: 592 

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 showed antimicrobial activity against all strains 593 

tested, and besides inhibiting biofilm formation it was also able to destroy previously 594 

formed bacterial biofilms.  595 

Keywords:  Biofilms; probiotics; supernatant; Drug resistance, bacterial. 596 

 597 

 598 

 599 
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1. INTRODUÇÃO 600 

Biofilmes são comunidades microbianas caracterizadas pela produção de 601 

substâncias poliméricas extracelulares que favorecem a adesão às superfícies bióticas e 602 

abióticas1. Sabe-se que interações intra e interespécies de bactérias geram competição 603 

entre os microrganismos, podendo afetar o desenvolvimento de biofilmes. As bactérias 604 

em biofilmes se diferem metabolicamente das demais bactérias em suspensão isoladas 605 

em cultura pura, pois apresentam uma maior resistência aos antibióticos e desinfetantes2,3.  606 

Em 2017 a Organização Mundial da Saúde (OMS) evidenciou algumas bactérias 607 

que se destacaram devido à sua ampla resistência a antibióticos, destacando que estas 608 

devem ter prioridade na investigação de novos fármacos. Nesta lista, os patógenos 609 

ESKAPE estão classificados como criticamente prioritários (Acinetobacter baumannii, 610 

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter spp.) e altamente 611 

prioritários (Enterococcus faecium e Staphylococcus aureus) para pesquisas e 612 

descobertas que minimizem a morbimortalidade por esses agentes infecciosos4. Dois 613 

diferentes mecanismos são caracterizados como responsáveis por atuar modulando a 614 

formação de biofilmes, sendo estes: inibição da fixação da superfície bacteriana e 615 

desestabilização /interrupção de biofilmes maduros irreversivelmente aderidos. Neste 616 

estudo, ambas hipóteses foram testadas 1. 617 

Evidências científicas demonstram que os probióticos podem ser efetivos no 618 

combate a biofilmes de patógenos atuando através da modificação do ambiente 619 

circundante5,6,7,8. Uma revisão sistemática recente, que teve por objetivo resumir 620 

evidências atuais que sustentem os efeitos das células probióticas no controle e prevenção 621 

de doenças associadas a biofilmes, identificou que as cepas probióticas que foram mais 622 

promissoras contra diferentes grupos de patógenos foram:  Lactobacillus acidophilus, 623 

Lactobacillus casei e Lactobacillus rhamnosus para bactérias Gram-negativas; 624 

Lactobacillus fermentum e Lactobacillus paracasei para bactérias Gram-positivas, e 625 

Lactobacillus casei e Lactobacillus rhamnosus para leveduras9. Os mecanismos 626 

utilizados por Lactobacillus no combate a biofilmes são diversos, sendo os principais 627 

agentes antimicrobianos relatados segundo a literatura: bacteriocinas, biossurfactantes, 628 

peróxido de hidrogênio e ácido lático8,10-11. 629 
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Considerando a relevância do tema e a necessidade de terapias inovadoras, uma 630 

nova estratégia propõe o uso de probióticos como agentes antimicrobianos. Tendo em 631 

vista a importância de oferecer uma alternativa natural, acrescida do fato de que os 632 

mesmos já demonstraram importantes propriedades promotoras da saúde e são, em geral, 633 

considerados seguros para os seres humanos e meio ambiente, testar esta possibilidade se 634 

torna de extrema importância no desenvolvimento de medidas terapêuticas9.Sendo assim, 635 

este trabalho tem por objetivo avaliar a capacidade de Lactobacillus rhamnosus ATCC 636 

7469 de atuar contra a atividade bacteriana e formação/destruição de biofilmes por 637 

gêneros bacterianos de interesse para o desenvolvimento de novas alternativas 638 

terapêuticas. 639 

 640 

2. METODOLOGIA 641 
 642 

2.1 Cultivo de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 e obtenção do sobrenadante 643 
 644 

O probiótico L. rhamnosus ATCC 7649, obtido através da Fundação Oswaldo 645 

Cruz do Rio de Janeiro (FIOCRUZ), foi cultivado em 250ml de meio Man Rogosa and 646 

Sharpe (MRS - ACUMEDIA) e incubado por 24h em incubadora com agitação orbital 647 

Tecnal 420, à 37ºC. Em seguida o produto foi centrifugado à 4000 rpm, por 15 minutos. 648 

Após, foi feita a separação do sobrenadante (CFS – Cell free supernatant), e o mesmo foi 649 

filtrado com membrana 0,22µm (Millipore®) para que se encontrasse livre de células. Foi 650 

então obtido o produto pronto para ser testado.  651 

 652 

2.2 Bactérias produtoras de biofilmes  653 
 654 

As bactérias utilizadas no estudo foram: Acinetobacter baumanii ATCC 19606, 655 

Acinetobacter baumanii 301, Staphylococcus aureus ATCC 12598 e Staphylococcus 656 

aureus ATCC 29213, obtidas do Banco de Cepas do Núcleo de Desenvolvimento de 657 

Novos Fármacos (NUDEFA) da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio 658 

Grande – FURG. As bactérias foram repicadas em placas de Mueller Hinton ágar e 659 

incubadas a 37°C por 24 horas. Após esta etapa, preparou-se o inóculo para os ensaios de 660 
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atividade antimicrobiana, e posteriormente através do mesmo método, foram preparados 661 

inóculos para cada ensaio de atividade antibiofilme. 662 

 663 

2.3 Ensaio de atividade antimicrobiana - Determinação da concentração inibitória 664 
mínima (CIM) 665 

 666 

O procedimento foi realizado segundo os critérios do Clinical Laboratory 667 

Standard Institute (CLSI)12. Resumidamente, os inóculos foram preparados diluindo cada 668 

suspensão bacteriana (ajustada à escala 0,5 de McFarland) em meio Mueller Hinton na 669 

proporção 1:100, resultando em uma concentração final de aproximadamente 5x105 670 

UFC/mL em cada poço. A concentração inibitória mínima (CIM), do CFS foi 671 

determinada em placas de microtitulação de fundo plano de poliestireno com 96 poços 672 

(CRAL®), por ensaio de microdiluição seriada de base 2, entre 1:2 e 1:16 usando a faixa 673 

de 50 a 6,25 μL do probiótico, em um volume total de 100 μL (semelhante a Jamwal et 674 

al. 2019). 675 

Como controles negativos foram usados meio Mueller Hinton puro, e meio 676 

Mueller Hinton acrescido de CFS, enquanto meios de cultura Mueller Hinton com 50 μL 677 

de inóculo de cada uma das bactérias formadoras de biofilmes foram usados como 678 

controles positivos. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e a absorbância foi 679 

medida à 620 nm usando o leitor de placas (Thermo plate TP-reader BioTek Elx800®).  680 

 681 

2.4 Ensaio de atividade antibiofilme: inibição da formação de biofilme 682 
 683 

Neste ensaio, as cepas foram expostas a diferentes concentrações de CFS antes da 684 

indução da formação de biofilme, para determinar se o probiótico seria capaz de inibir a 685 

formação do biofilme. Para este ensaio, foram selecionadas as seguintes cepas: 686 

Acinetobacter baumannii 301, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Staphylococcus 687 

aureus ATCC 12598 e Staphylococcus aureus ATCC 29213. 688 

A partir do crescimento em Mueller Hinton (MH), foi preparada uma suspensão 689 

bacteriana de cada cepa enriquecida com 0,2% de glicose, com concentração final de 690 

1x106 UFC/mL (CLSI, 2015). Cem microlitros de suspensão foram transferidos para uma 691 

microplaca de fundo plano de poliestireno de 96 poços (CRAL®), onde foram expostos 692 
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às concentrações de probióticos, previamente determinados no ensaio de atividade 693 

antimicrobiana. 694 

As placas foram incubadas por 24 horas a 37ºC, para determinar se haveria 695 

formação de biofilme. Em seguida, foram realizadas as etapas de lavagem, fixação e 696 

coloração do biofilme, e as placas foram deixadas para secar. Após secagem, acrescentou-697 

se 100 μL de etanol 100% em cada poço, e a quantificação do biofilme foi realizada 698 

através da medição da densidade óptica em 620nm (HALICKI et al., 2019).  699 

 700 

2.5 Ensaio de atividade antibiofilme: destruição de biofilmes 701 
 702 

Neste ensaio, a etapa de formação do biofilme bacteriano foi realizada 703 

previamente e as células aderidas foram expostas a diferentes concentrações do CFS a 704 

fim de avaliar sua capacidade de destruição dos biofilmes formados. Após realização das 705 

etapas para preparo dos inóculos, conforme metodologia descrita no ensaio anterior, as 706 

placas foram incubadas por 24 horas a 37ºC, para a formação de biofilmes. A seguir, o 707 

conteúdo dos poços foi removido e feita lavagem com PBS 1x para eliminar as células 708 

não aderidas. Em seguida, adicionou-se 100 μL de MH enriquecido com 0,2% de glicose 709 

contendo as concentrações 1:2, 1:4 e 1:8 de CFS. As placas foram então incubadas por 710 

mais 24 horas a 37ºC, e as etapas de lavagem, fixação e coloração do biofilme realizadas 711 

na sequência. A quantificação da formação de biofilme foi realizada medindo a DO em 712 

620nm, conforme metodologia descrita anteriormente.  713 

 714 

2.6 Processamento de dados 715 

Os experimentos foram realizados em quadruplicatas, e os dados foram 716 

processados segundo valores médios e desvio padrão. Para análise estatística, ANOVA 717 

de uma via foi usado, seguido pelo teste de comparações múltiplas de Bonferroni. Valores 718 

de p≤0.05 foram considerados estatisticamente significativos. Os gráficos foram 719 

construídos com o software GraphPad Prism 7.05. 720 

 721 
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3. RESULTADOS 722 
 723 

3.1 Ensaio de atividade antimicrobiana (CIM) 724 
 725 

Os resultados do ensaio de atividade antimicrobiana demonstram alto percentual de 726 

inibição das cepas formadoras de biofilmes quando cultivadas com o sobrenadante de 727 

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, conforme figura 1. 728 

 729 

Figura 1: Atividade antimicrobiana do sobrenadante de  Lactobacillus rhamnosus ATCC 730 

7649, sobre bactérias formadoras de biofilme. Os dados representam a densidade óptica 731 

média de crescimento de Acinetobacter baumanii ATCC 19606, e Staphylococcus aureus 732 

ATCC 12598. A sigla (CFS) significa sobrenadante. Asteriscos (*) significam diferença 733 

estatística significativa (p≤0.05)  em relação ao grupo controle. 734 

 735 

Podemos observar neste ensaio, um elevado percentual de inibição de crescimento para 736 

as bactérias quanto utilizadas as concentrações 1:2 e 1:4 de CFS ambas apresentando 737 

resultados semelhantes, atingindo em torno de 99% de inibição de atividade bacteriana. 738 

Na concentração 1:8 também houve resultados importantes, variando de 76 739 

(Acinetobacter baumannii ATCC 19606) a 79% (Staphylococcus aureus 12598). As 740 

concentrações 1:2, 1:4 e 1:8 demonstraram diferença estatística significativa em relação 741 

ao controle das bactérias testadas (p≤0.001).  Na concentração 1:16 encontramos os 742 

menores percentuais de inibição, encontrando diferença estatística significativa em 743 
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relação ao controle apenas para a bactéria Acinetobacter baumannii 19606 (P≤0.05). A 744 

concentração 1:16 não foi selecionada para os testes posteriores de atividade antibiofilme. 745 

Para os ensaios de inibição e destruição de biofilmes acrescentou-se duas cepas, sendo 746 

estas: o isolado clínico Acinetobacter baumannii 301, e a cepa Staphylococcus aureus 747 

ATCC 29213. Todas as cepas utilizadas foram identificadas neste estudo como 748 

produtoras de biofilmes. 749 

 750 

3.2 Ensaio de atividade antibiofilme: inibição da formação de biofilme 751 
 752 

Os resultados do ensaio de inibição da formação de biofilme demonstram alto 753 

percentual de inibição da formação de biofilme pelas cepas: Acinetobacter baumannii 754 

301, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Staphylococcus aureus ATCC 12598 e 755 

Staphylococcus aureus ATCC 29213. Neste ensaio, encontramos os maiores percentuais 756 

de inibição, em geral, nas concentrações 1:2 e 1:4. Na concentração 1:8, os resultados 757 

variaram de 66,17% para Staphylococcus aureus 12598 a 96,94% para Acinetobacter 758 

baumannii ATCC 19606. Foi encontrada diferença estatística significativa entre as 759 

concentrações 1:2, 1:4 e 1:8 em relação aos controles para todas as bactérias testadas 760 

(p≤0.001) conforme figura 2. 761 

 762 

 763 

 764 

 765 
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 766 

 767 

 768 

 769 

 770 

 771 

 772 

 773 

 774 

Figura 2: Inibição da formação de biofilme pelo sobrenadante de  Lactobacillus 775 

rhamnosus ATCC 7649. Os dados representam a densidade óptica média de biofilme de 776 

Staphylococcus aureus ATCC 12598, Staphylococcus aureus ATCC 29213, 777 

Acinetobacter baumanii 301 e Acinetobacter baumanii ATCC 19606. (a) resultado de 778 

inibição para as cepas de Staphylococcus aureus, com uma linha de marcação 779 

demonstrando o ponto de corte da produção de biofilme; (b) resultado de inibição para as 780 

cepas de Acinetobacter baumannii com uma linha de marcação demonstrando o ponto de 781 

corte da produção de biofilme. Asteriscos (*) significam diferença estatística significativa 782 

(p≤0.05)  em relação ao grupo controle. 783 

 784 

3.3 Ensaio de atividade antibiofilme: destruição de biofilmes 785 
 786 

Foram observados resultados de destruição de biofilme que variaram de 24,75 a 787 

88,11%, sendo os maiores resultados observados nas concentrações 1:2 e 1:4. Encontrou-788 

se diferença estatística significativa entre as concentrações 1:2, 1:4 e 1:8 em relação ao  789 

controle para todas as bactérias testadas (p<0.001 até a concentração 1:4), conforme 790 

figura 3. 791 

 792 
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 793 

 794 

 795 

 796 

 797 

 798 

 799 

 800 

 801 

 802 

 803 

 804 

Figura 3: Destruição de biofilme pelo sobrenadante de  Lactobacillus rhamnosus ATCC 805 

7649. Os dados representam a densidade óptica média do biofilme de Acinetobacter 806 

baumanii ATCC 19606, Acinetobacter baumanii 301, Staphylococcus aureus ATCC 807 

12598 e Staphylococcus aureus ATCC 29213. (a) resultado de destruição das cepas de 808 

Staphylococcus aureus, com uma linha de marcação demonstrando o ponto de corte da 809 

forte produção de biofilme; (b) resultado de destruição das cepas de Acinetobacter 810 

baumannii, com uma linha de marcação demonstrando o ponto de corte da forte produção 811 

de biofilme; Asteriscos (*) significam diferença estatística significativa (p ≤ 0.05) em 812 

relação ao grupo controle. 813 

 814 

4. DISCUSSÃO 815 
 816 

Foi observado um importante desempenho do sobrenadante do probiótico 817 

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 sobre a atividade bacteriana e formação de 818 

biofilmes de todas as cepas testadas. No primeiro ensaio realizado, testou-se a atividade 819 

antibacteriana do probiótico quando cultivado em conjunto com as demais bactérias, 820 
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tendo sido observado um percentual de inibição gerado pelo probiótico acima de 97% 821 

para todas as cepas, quando em concentração 1:2. Na literatura, encontramos resultados 822 

semelhantes, os quais observaram que Lactobacillus casei NA-2, através da produção de 823 

um exopolissacarídeo (EPS-cn2), promoveu elevada atividade antibacteriana contra 824 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli O157:H7, ocasionando morte de mais de 99% 825 

após 24h13. 826 

Após o elevado efeito observado no ensaio de atividade antibacteriana, 827 

concretizando a hipótese de que o CFS possui importante atividade como inibidor do 828 

crescimento de cepas patogênicas, partimos para os testes de atividade antibiofilme. Nos 829 

ensaios de inibição da formação de biofilmes, novamente podemos observar resultados 830 

importantes contra todas as cepas testadas, com valores acima de 90% para todas as 831 

bactérias. Em estudo que avaliou a ação de CFS de L. rhamnosus SHA113 sobre S. aureus 832 

sensível à drogas (ATCC 29213) e S. aureus multirresistente (ZBQ006), foi observada in 833 

vitro uma inibição   de 79%, sendo que a ação sobre a cepa multirresistente foi 834 

significativamente maior quando comparada à cepa sensível à drogas, demonstrando que 835 

o probiótico pode ser ainda mais eficiente nesta questão14. No presente estudo, 836 

encontramos resultados similares, tendo os maiores percentuais de inibição sobre a cepa 837 

de A. baumannii ATCC 19606, caracterizada como forte produtora de biofilme, em 838 

comparação com a cepa A. baumannii 301, fraca produtora. 839 

Os mecanismos atribuídos aos probióticos para seu efeito antibiofilme são 840 

diversos e característicos de cada cepa. No caso de L. casei NA-2, os autores evidenciam 841 

que parte de sua atividade antibacteriana se deve à presença de um exopolissacarídeo 842 

(EPS) produzido por cepas mesófilas de Lactobacillus como (Lactococcus lactis subsp. 843 

lactis, L. rhamnosus and L. lactis subsp. cremoris, L. sakei, L. casei, etc.) e termófilas (L. 844 

delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus, L. helveticus and Streptococcus)13. Estudo 845 

realizado com L. rhamnosus SHA113 com objetivo de inibir o crescimento de diferentes 846 

cepas de S. aureus, foram observadas substâncias ativas no sobrenadante com 847 

propriedades insolúveis e de alta aderência às placas de cultivo, sugerindo a presença de 848 

polissacarídeos, entretanto, são necessários mais estudos para tal comprovação14. 849 

No nosso estudo podemos observar altos percentuais de inibição nos ensaios de 850 

atividade antibacteriana e inibição de biofilme, demonstrando a possibilidade de o 851 

mecanismo de ação do CFS possa estar vinculado a inibição do fator quorum-sensing. O 852 

quorum-sensing é definido como um mecanismo de comunicação celular dependente de 853 
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densidade capaz de regular a produção de biofilme bem como fatores de virulência 854 

bacterianos 15.Uma ação anti-quorum sensing já foi observada quando o sobrenadante de 855 

L. plantarum foi testado sobre espécie de bactéria Gram-negativa, tendo sido 856 

identificados oito grupos de moléculas: ésteres, ácidos graxos, álcoois, ácidos, 857 

surfactantes, barbitúricos, compostos fenólicos, autoindutores tipo 2 e derivados, os quais 858 

estariam relacionados ao efeito pró-cicatrizante e antipatogênico16.  859 

O autoindutor-2 (AI-2) é um sinalizador universal para quorum-sensing, utilizado 860 

tanto por bactérias Gram-negativas quanto por bactérias Gram-positivas, capaz de 861 

desempenhar um papel essencial na comunicação bacteriana17.  Evidências científicas 862 

demonstram que a atividade AI-2 foi altamente inibida em Escherichia coli entero-863 

hemorrágica (EHEC) O157:H7 na presença de extrato de célula de Lactobacillus 864 

acidophilus 30SC18.ONBAS et al., em estudo que também utilizou a espécie L. 865 

plantarum, identificou a capacidade do probiótico em inibir a atividade de 866 

microrganismos patogênicos associados à infecções de feridas através da inibição de 867 

Quorum-sensing e fatores de virulência19 corroborando com os achados deste estudo e 868 

demonstrando um importante mecanismo de ação utilizado por cepas de Lactobacillus no 869 

combate à biofilmes. 870 

Quanto à espécie L. rhamnosus, sabe-se pouco sobre os mecanismos relacionados 871 

a sua atividade antibacteriana. Em estudo que avaliou o potencial de inibição de quorum-872 

sensing de E.coli K12MG165 ATCC 47076 por microcápsulas de L. rhamnosus GG 873 

ATCC 53103 (LGG), foi observado  efeito importante na inibição da formação, bem 874 

como na destruição de biofilmes maduros, atribuindo este efeito à uma inibição de fatores 875 

transcricionais do circuito de detecção de quórum em E.coli,  (LuxS, IsrK, e IsrR). Os 876 

autores sugerem que este resultado possa ser devido a excreção de um composto pelo 877 

LGG capaz de atuar contra E.coli, causando alterações em seu nível de transcrição, 878 

sugerindo que este composto possa ser uma molécula de sinalização de AI-2 20. Em suma, 879 

nosso trabalho identificou importante atividade antibiofilme de CFS de L. rhamnosus 880 

ATCC 7469, reforçando a importância de maiores estudos com esta espécie visando 881 

identificar os mecanismos de ação atribuídos a este efeito. 882 

                                    883 

 884 
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5. CONCLUSÕES 885 
 886 

Podemos concluir que o CFS de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, possui 887 

potencial efeito como agente antimicrobiano contra os gêneros bacterianos produtores de 888 

biofilmes testados neste estudo, evidenciando uma possível alternativa capaz de atuar 889 

isoladamente ou em conjunto com antibióticos no tratamento das patologias ocasionadas 890 

por estes microrganismos. 891 
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4.  RESULTADOS COMPLEMENTARES 1008 
 1009 

Os resultados do ensaio de atividade antimicrobiana demonstram alto percentual de 1010 

inibição da formação das cepas patogênicas quando cultivadas em conjunto com o 1011 

sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, conforme figura 2. 1012 

 1013 

 1014 

 1015 

Figura 2: Atividade antimicrobiana do sobrenadante de  Lactobacillus rhamnosus ATCC 1016 

7649,  sobre bactérias patogênicas  formadoras de biofilme. Os dados representam a 1017 

densidade óptica média de crescimento de Escherichia coli ATCC 25922, Acinetobacter 1018 

baumanii ATCC 19606, Staphylococcus aureus ATCC 12598 e Pseudomonas 1019 

aeruginosa ATCC 15442. A sigla (CFS) significa sobrenadante. Asteriscos (*) significam 1020 

diferença estatística significativa (p≤0.05) em relação ao grupo controle. 1021 

 1022 

 1023 

 1024 

 1025 
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5. CONCLUSÕES GERAIS 1028 

Conclui-se que o probiótico Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 possui importante 1029 

atividade antibacteriana contra as cepas Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas 1030 

aeruginosa ATCC 15442 e antibiofilme contra as cepas Acinetobacter baumanii ATCC 1031 

19606, Acinetobacter baumanii 301, Staphylococcus aureus ATCC 12598 e 1032 

Staphylococcus aureus ATCC 29213. Nossos resultados demonstram a importância de 1033 

maiores estudos com essa substância, visando uma possível alternativa terapêutica para o 1034 

tratamento de infecções causadas por estes microrganismos. 1035 
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