XV v4 Evoluir sem extinguir:
por uma ciéncia do devir
C I C I MOSTRA CIENTIFICA

INIBICAO DO CRESCIMENTO in vitro DE Salmonella Typhimurium POR Pichia
pastoris
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1. INTRODUCAO

Probidticos podem ser definidos como microrganismos, bactérias ou
leveduras, que ao serem ingeridos trazem beneficios a saude do hospedeiro
(Vandenplas et al. 2008). Existem alguns critérios a serem considerados para
qualificarmos um microrganismo como probidtico. A tolerancia ao baixo pH, enzimas
digestivas e sais biliares sdo pré-requisitos fundamentais para a sobrevivéncia do
microrganismo a passagem através do trato gastrointestinal (TGI). Além disso, a
capacidade de se aderir a superficie da mucosa intestinal € uma caracteristica
recomendada para assegurar a permanéncia do probiotico por longos periodos no
TGI (Ouwehand et al. 1999). Outro critério importante para que um microrganismo
apresente potencial probiético € o efeito protetor direto ou indireto contra
enteropatdégenos. Mecanismos de acdo direta incluem a producdo de substancias
antimicrobianas, que apresentam efeito inibitorio ou letal para o patdgeno
(Vandenbergh, 1993); inibicdo da adesdo dos patdégenos a mucosa intestinal, seja
devido a co-agregacao entre probidtico e patdgeno ou por competicdo pelos sitios
de adeséo (Czerucka & Rampal, 2002); competicdo por nutrientes e inibicdo da
producdo ou acao de toxinas microbianas (Brandé&o et al. 1998).

Bactérias do género Salmonella estdo entre os principais agentes causadores
de doencas de origem alimentar no mundo todo. Salmonelas sdo enterobactérias
Gram-negativas, patogénicas para humanos e animais e amplamente distribuidas na
natureza. Dentre os mais de 2500 sorovares identificados pertencentes a esse
género, Salmonella Typhimurium é um dos mais envolvidos em casos de
salmonelose humana (Vugia et al. 2004).

Pichia pastoris € uma levedura da familia Saccharomycetaceae, género
Pichia, utilizada como sistema de expressdo de proteinas recombinantes em larga
escala. E capaz de alcancar altos niveis celulares de expressdo e de realizar
modificacdes pos-traducionais (Cregg, 2008). Estudos iniciais visando avaliar a
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utilizacdo de P. pastoris como probidtico estdo em andamento na Universidade
Federal de Pelotas. Entretanto, a capacidade dessa levedura de inibir o crescimento
de microrganismos patogénicos, como por exemplo, a Salmonella em meio liquido,
ainda ndo foi avaliada. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
capacidade da levedura P. pastoris de inibir o crescimento, in vitro, de S.
Typhimurium.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Microrganismos e condi¢des de cultivo

Para utilizacdo nos experimentos, colénias de P. pastoris cepa X-33 isoladas
em Agar Yeast Peptone Dextrose (YPD) foram cultivadas em 3 mL de caldo Luria
Bertani (LB) e incubadas overnight a 30C em agitad or orbital (150 rpm). Uma
colonia isolada de S. Typhimurium foi cultivada em 3 mL de caldo LB, a 37° C,
overnight, 200 rpm. Em seguida, 0,5 mL dos cultivos foram adicionados a tubos
contendo 9,5 mL dos respectivos meios (YPD e LB). Os tubos contendo cultivos de
P. pastoris e S. Typhimurium foram incubados sob agitacdo por 24 h a 30C e a
37°C, respectivamente.

2.2 Teste inibitorio em caldo

A interferéncia da levedura P. pastoris no crescimento de S. Typhimurium foi
avaliada utilizando-se metodologia descrita por Drago et al. (1997), com
modificacBes, através da co-incubacdo de 10° UFC de cada microrganismo em
tubos contendo 9 ml de caldo LB. Cultivos puros de cada microrganismo foram
utilizados como controles. Os tubos foram cultivados a temperatura de 37° C sob
agitacao de 150 rpm e, ap0s 24 horas, aliquotas foram coletadas, diluidas em série
decimal e plaqueadas em duplicatas para determinacdo do numero de células
viaveis de cada microrganismo. Para a contagem da levedura foi utilizado Agar
Batata Dextrose (BDA) pH 5,2 e para contagem de S. Typhimurium, Agar Xilose
Lisina Desoxicolato (XLD).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A capacidade da levedura P. pastoris inibir o crescimento in vitro de S.
Typhimurium foi avaliada através do teste de inibicdo em caldo. P. pastoris inibiu o
crescimento de S. Typhimurium apds 24 h de incubagédo. Ocorreu uma reducdo de
aproximadamente 57% da populacdo bacteriana quando a bactéria alvo foi co-
cultivada com P. pastoris, ou seja, a contagem de S. Typhimurium na presenca de P.
pastoris foi aproximadamente 2 vezes menor do que a obtida na auséncia da
levedura. O crescimento de Salmonella em caldos também foi reduzido apés co-
cultivo desta com Lactobacillus (Drago et al 1997).

Em outro estudo, Millette et al. (2007) demonstrou que bactérias probidticas
inibiram o crescimento de bactérias patogénicas em meios de cultura, e a maior
inibicdo ocorreu sobre as bactérias Gram-positivas. Esse resultado pode justificar a
leve inibicdo do crescimento de S. Typhimurium ocorrida no presente estudo.
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Entretanto, embora a temperatura de crescimento ideal de P. pastoris seja 30°
C, esta foi capaz de inibir o crescimento de S. Typhimurium a 37° C, a temperatura
corporal e ideal para o crescimento de enterobactérias.

4.CONCLUSAO

A levedura P. pastoris inibiu o crescimento in vitro da bactéria patogénica S.
Typhimurium quando cultivada a temperatura corporal. Testes de inibicdo do
crescimento de outras bactérias patogénicas de importancia em alimentos por P.
pastoris serdo realizados para avaliar o potencial antimicrobiano dessa levedura
contra outros patégenos. Além disso, seu potencial antimicrobiano sera avaliado em
experimentos in vivo.
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