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INTRODUÇÃO

Agentes probióticos são definidos como microrganismos 
viáveis que apresentam efeitos benéficos à saúde do 
hospedeiro após ingestão, devido à melhoria das propriedades 
da microbiota intestinal e modulação da resposta imune. 
Entre os microrganismos com propriedades probióticas 
estão bactérias ácido-lácticas e leveduras na forma de células 
liofilizadas ou de produtos fermentados (Havenaar & Huis 
in’t Veld, 1992). Probióticos podem ser bactérias totalmente 
conhecidas e quantificadas ou culturas bacterianas não 
definidas, geralmente compostas por um ou mais dos 
seguintes microrganismos: Lactobacillus, Streptococcus, 

Bifidobacterium, Bacillus ou leveduras (Mulder, 1991).
Lactobacillus casei é um bacilo gram-positivo membro 

da família Lactobacillaceae e da ordem Lactobacillales. 
Vive comensalmente na microbiota intestinal e pode 
modular a resposta imunológica inata desta mucosa, 
responsabilizando-se por desencadear respostas anti-
inflamatórias (Tien, et al., 2006). Este microrganismo 
pode prevenir infecções entéricas e estimular secreção de 
Imunoglobulina A (IgA) e vem sendo utilizado com sucesso 
em probióticos, na produção de leite, queijos e inúmeros 
produtos alimentícios comercializados (Havenaar & Huis 
in’t Veld, 1992).

Enterobacter cloacae é um bacilo gram-negativo 
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RESUMO

Probióticos são bactérias que apresentam efeitos benéficos à saúde do hospedeiro, devido à capacidade de modular a 
resposta imune e melhorar as propriedades da microbiota intestinal. A maior eficácia dos probióticos tem sido relacionada 
à capacidade de adesão à superfície da mucosa e células epiteliais prevenindo a instalação de patógenos. O presente 
trabalho teve por objetivo verificar, in vitro, a aderência de Enterobacter cloacae, Lactobacillus casei e sua associação 
em células epiteliais da mucosa jugal. Em um pool de células epiteliais da mucosa jugal (105 céls/mL) previamente 
preparadas foram adicionadas suspensões (1,5 x 108 céls/mL) de L. casei, E. cloacae e de ambos. Após incubação, 
células e microrganismos foram filtrados e a partir da membrana filtrante, foram obtidas células com microrganismos 
aderidos, das quais foram confeccionados esfregaços corados pelo método de Gram. Foram avaliadas cem células 
realizando-se contagem do número de bactérias aderidas às mesmas. Os resultados obtidos foram analisados pelo teste 
t de Student. A aderência de L. casei às células epiteliais da mucosa jugal foi superior a de E. cloacae quando incubadas 
isoladamente (p= 0,0175) ou quando associadas (p= 0,0000). A associação entre L. casei e E. cloacae reduziu (p= 
0,0000) a aderência de E. cloacae, portanto, L. casei apresentou, in vitro, aderência favorável às células da mucosa e 
interferiu negativamente na aderência de E. cloacae. 

UNITERMOS: mucosa bucal, Enterobacter cloacae, Lactobacillus casei, probióticos. R Periodontia 2014; 24:15-21.
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per tencente à famíl ia Enterobacteriaceae. O trato 
gastrintestinal é o reservatório endógeno comum desses 
microrganismos, os quais têm sido isolados em 65% a 75% das 
amostras de espécimes clínicos de pacientes hospitalizados. 
O microrganismo não é considerado residente na cavidade 
bucal, entretanto, foi a espécie mais comumente isolada 
entre microrganismos gram-negativos em indivíduos adultos 
com periodontite avançada (Slots et al., 1991). O E. cloacae 
é resistente a antibióticos como ampicilina e eritromicina, 
podendo causar bacterimia de difícil controle, o que faz com 
que esse microrganismo seja muito pesquisado, na tentativa 
de desenvolver mecanismos que visem sua contenção e 
prevenção (Summers et al., 1993).

Microrganismos patogênicos podem colonizar estruturas 
anatômicas da cavidade bucal, como amigdalas, língua e 
mucosas. Há um crescente interesse em espécies bacterianas 
não encontradas comumente no biofilme subgengival, como 
indicadores ou possíveis contribuintes para a patogênese da 
doença periodontal, principalmente em indivíduos que não 
respondem ou que respondem pobremente ao tratamento 
periodontal (Haffajee & Socransky, 2000).  

Apesar da maioria das pesquisas serem desenvolvidas 
no trato gastrintestinal, a cavidade bucal tem sido sugerida 
como um local relevante para a aplicação de probióticos. 
Teughels et al., 2013 concluíram que a administração oral 
de pastilhas com L. reuteri pode ser indicada no tratamento 
da periodontite crônica juntamente com o procedimento de 
raspagem e aplainamento radicular.

Além disso, a microbiota bucal residente é diversa e 
está composta por espécies com diferentes necessidades 
nutricionais, atmosféricas e físico-químicas. As doenças bucais 
são geralmente consequência de mudanças na ecologia 
local. Se o ambiente for perturbado, os patógenos potenciais 
podem ganhar em competitividade, multiplicar-se e predispor 
o aparecimento de doenças. A administração de probióticos 
pode beneficiar a saúde oral prevenindo o aumento da 
microbiota nociva e modulando a imunidade dos tecidos 
(Munoz & Alarcon, 2010).

O efeito imunomodulador de determinadas substâncias 
químicas utilizadas na terapia da doença periodontal é 
uma qualidade relevante. Os probióticos fazem parte dessa 
categoria de substâncias, podendo exercer grande efeito 
anti-inflamatório e direcionando a resposta imune para o 
periodontopatógeno (Juiz et al. 2010).

Com a finalidade de buscar alternativas que substituam os 
antibióticos e auxiliem no controle das infecções microbianas, 
vários estudiosos têm proposto a utilização dos probióticos 
(Vivekananda et al., 2010; Souza, 2010; Souza et al., 2011; 
Schabussova et al., 2012).

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi verificar 
a aderência in vitro de Enterobacter cloacae, Lactobacillus 
casei e sua associação em células epiteliais da mucosa jugal.

MATERIAL E MÉTODOS

Este trabalho teve aprovação do comitê de Ética em 
Pesquisa da Universidade de Taubaté (CEP/UNITAU n°230/06).

Foi utilizada cepa padrão de Lactobacillus casei (ATCC 
1464) e cepa de Enterobacter cloacae pertencente à Coleção 
de Culturas da Universidade de Taubaté (CCUT 01001). L. 
casei foi semeado em ágar Lactobacilli MRS (DIFCO, Detroit, 
Michigan, EUA), incubado a 37ºC por 48 horas, com 5% de 
CO2 e após este período, semeado em caldo Lactobacilli 
MRS (DIFCO, Detroit, Michigan, EUA) e incubado à 37º C por 
24 horas, com 5% de CO2. E.cloacae foi semeado em ágar 
MacConkey (DIFCO, Detroit, Michigan, EUA) e incubado em 
estufa bacteriológica à 37ºC por 24 horas. 

Após 24 horas de incubação, a cultura de L. casei em 
caldo foi transferida para um tubo tipo Falcon esterilizado 
e centrifugada a 1800Xg por 15 minutos e o sobrenadante 
desprezado. Foi acrescentado ao depósito 5 mL de PBS 
(solução fisiológica tamponada com fosfato, pH 7,4) 
esterilizado, agitado em agitador de tubos (Vortex, Phoenix, 
Araraquara, SP, Brasil) por 30 segundos e então centrifugado 
a 1800Xg por 15 minutos. Os procedimentos foram realizados 
três vezes. Depois de lavados e o sobrenadante desprezado 
foi feita uma suspensão, acrescentando-se 10 mL de PBS, 
obtendo suspensão compatível ao padrão 0,5 da escala de 
McFarland (aproximadamente 1,5 x 108 células/mL). Para 
definir o valor preciso do número de microrganismos desta 
suspensão foram realizadas diluições seriadas (10-2, 10-4, 10-5 

e 10-6) e em seguida 0,1 mL de cada diluição foi semeada 
em duplicata em ágar Lactobacilli MRS com auxílio de alça 
de Drigalsky e incubada por 24 horas a 37o C com 5% de 
CO2. Após o período de incubação as unidades formadoras 
de colônia (UFC) foram contadas e o número de células/ mL 
calculado, obtendo-se um valor de 1,69 x 108 células/mL. 

A suspensão de E. cloacae foi obtida a partir de colônias 
puras isoladas em ágar MacConkey. Para obter a suspensão 
foram colocados 10 mL de PBS em tubo de ensaio (16 x 100 
mm) e quantidades de E. cloacae necessárias até atingir 
aproximadamente 1,5 x 108 células/mL, o que corresponde 
ao padrão 0,5 da escala de McFarland. Para definir o valor 
preciso do número de microrganismos desta suspensão 
foram realizadas diluições seriadas (10-2, 10-4, 10-5 e 10-6) 
e posteriormente 0,1mL de cada diluição semeada em 
duplicata em ágar MacConkey. A incubação do E. cloacae 
foi realizada em estufa bacteriológica por 24 horas a 37º C. 
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As unidades formadoras de colônias (UFC) foram contadas e 
o número células/mL calculado, obtendo-se o valor de 1,78 
x 108 células/mL. 

As células epiteliais da mucosa jugal foram obtidas de dez 
voluntários, a fim de se obter concentração de 105 células/
mL. A coleta foi realizada com suave raspagem da mucosa 
jugal utilizando espátula de madeira descartável e esterilizada. 
As células obtidas na coleta foram colocadas em tubo tipo 
Falcon contendo 2 mL de PBS esterilizado, obtendo um pool 
de células epiteliais que foram lavadas por três vezes com PBS 
esterilizado com centrifugações a 1800Xg  por cinco minutos 
cada. Após a lavagem, o sobrenadante foi desprezado e a 
partir do depósito foi preparada uma suspensão contendo 
105 células por mL. A contagem das células foi realizada em 
câmara de Neubawer.

Em um tubo de ensaio (16 x 100 mm) foi colocado 1 mL 
da suspensão de células de L. casei e 1 mL da suspensão de 
células epiteliais da mucosa jugal que foram incubados por 
uma hora à 37ºC, com 5% de CO2.  Em outro tubo de ensaio 
(16 x 100 mm) foi colocado 1 mL da suspensão de células 
de E. cloacae e 1 mL da suspensão de células epiteliais da 
mucosa jugal, que foram incubados por uma hora à 37ºC 
em estufa bacteriológica e, em outro tubo de ensaio (16 x 
100 mm) foi colocado 1 mL da suspensão de células de E. 
cloacae, 1 mL da suspensão de L. casei e 2 mL da suspensão 
de células epiteliais, que também foram incubadas por uma 
hora à 37ºC com 5% de CO2.

Após o período de incubação foi realizada a filtragem 
da suspensão de L. casei e células epiteliais utilizando um 
sistema de filtração (Millipore Corporation, Bedford, MA.) 
para membrana millipore (filtro 12,0 um KTP4 700 Miliporeâ). 
Depois de filtrada a suspensão, 5 mL de PBS esterilizado foi 
passado pelo filtro e a membrana transferida para uma placa 
de Petri esterilizada com auxílio de pinça esterilizada. Na placa 
de Petri a membrana foi lavada com 2 mL de PBS obtendo-
se a suspensão final. A suspensão de E. cloacae e células 
epiteliais assim como a suspensão da associação entre E. 
cloacae, L. casei e células epiteliais foram também submetidas 
ao processo de filtragem descrito anteriormente.

A partir de cada suspensão final, foram confeccionados 
esfregaços. A suspensão final foi transferida com alça de 
platina esterilizada para lâminas de microscopia, espalhado 
suavemente e após seco e fixado, os esfregaços foram corados 
pelo método de Gram. Foram contados os microrganismos 
aderidos a cem células epiteliais para cada experimento, ou 
seja, L. casei e células epiteliais, E. cloacae e células epiteliais, 
e para a associação de L. casei, E. cloacae e células epiteliais 
(baseado em SILVA, 2005).

Para análise estatística dos resultados foi utilizado o teste 

t de Student com nível de significância de 0,05. 

RESULTADOS

Na tabela 1 observa-se o total de células de L. casei 
e E. cloacae aderidas em cem células epiteliais da mucosa 
jugal. A análise estatística utilizando o teste t de Student 
(amostras independentes) mostra que a aderência de L. casei 
foi significativamente maior do que a aderência de E. cloacae.

Tabela 1 - Contagem total de Lactobacillus casei e Enterobacter 
cloacae  em cem células epiteliais da mucosa jugal,

média e desvio padrão

Número total de 
microrganismos

X σ

L. casei 705* 7,05 10,27

E. cloacae 415 4,15 6,65

*teste t de Student onde p= 0.0175
 x = média; σ = desvio padrão

Tabela 2 - Contagem total de microrganismos obtidos a partir da 
associação de Lactobacillus casei e Enterobacter cloacae  em cem 

células epiteliais da mucosa jugal, média e desvio padrão

Número total de 
microrganismos

X σ

L. casei 504* 5,04 5,52

E. cloacae 85 0,85 1,26

*teste t de Student onde p= 0.0000
 x = média; σ = desvio padrão

DISCUSSÃO

Probióticos podem ser bactérias totalmente conhecidas e 
quantificadas ou culturas bacterianas não definidas geralmente 
compostas por um ou mais dos seguintes microrganismos: 
Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium, Bacillus ou 
leveduras. São usados para prevenir e tratar distúrbios no 
metabolismo gastrintestinal, promotores de crescimento, 
imunoestimulantes e inibidores da carcinogênese pela inibição 
de enzimas pró-carcinogênica ou estimulação do sistema 

Quando realizada a aderência da associação de L. casei e 
E. cloacae em células epiteliais da mucosa jugal foi encontrado 
um total de aderência de L. casei superior ao de E. cloacae. 
A análise estatística utilizando o teste t de Student (amostras 
pareadas) mostra que a aderência de L. casei às células 
epiteliais da mucosa jugal foi superior a de E. cloacae quando 
realizada a associação (p= 0,0000) (Tabela 2).
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imunitário do hospedeiro. A administração de L.casei foi 
relacionada com a indução de resposta antitumoral mediada 
por células T e ativação de macrófagos (Kato et al., 1988). 
Além disso, os probióticos podem sintetizar substâncias que 
afetam o metabolismo dos patógenos, como ácidos orgânicos 
voláteis, bacteriocinas e peróxido de hidrogênio (Villani et al., 
1995; Rodriguez, 1996; Naidu et al., 1999; Audisio et al., 2000; 
Jin et al. 2000; Ogawa et al., 2001).

Os microrganismos probióticos podem atuar competindo 
com microrganismos patogênicos pelos sítios de fixação 
ou por nutrientes, impedindo sua ação transitória. No 
estudo conduzido por Edens et al., 1997, verificou-se 
que bactérias ácido láticas podem controlar populações 
de bactérias patogênicas como Salmonella spp., E. coli, 
Enterococcus, Shigella, Clostridium, Staphylococcus e Listeria, 
produzindo substâncias tal como reuterina. A reuterina é uma 
substância produzida por L. reiterii, de baixo peso molecular, 
não protéica, solúvel, que possui um amplo espectro 
antimicrobiano. Forestier  et al., 2001 também verificaram que 
a presença de bactérias ácido lácticas pode inibir a adesão 
de Enterobacteriaceae, mas nesse caso, devido à produção 
de biosurfactantes (emulsificadores de hidrocarbonetos 
produzidos por algumas bactérias, bolores e leveduras) por 
esses microrganismos.

O presente estudo verificou a aderência de Enterobacter 
cloacae em células epiteliais da mucosa jugal. Este 
microrganismo foi escolhido por ser o membro da família 
Enterobacteriaceae de maior prevalência na cavidade bucal, 
bolsa periodontal e região posterior do dorso da língua 
humana (Santos et al., 2002; Conti, 2005). De acordo 
com Sedgley et al., 1995 há diferenças significativas na 
aderência de diferentes espécies de Enterobacteriaceae 
às células Hela; E. cloacae foi a espécie que demonstrou 
maior aderência, enquanto Klebsiella pneumoniae a menor, 
independentemente do período de incubação.

E. cloacae não é considerado residente da cavidade bucal, 
entretanto, em estudo realizado em indivíduos adultos com 
periodontite avançada, foi a espécie mais comumente isolada 
entre os microrganismos gram-negativos recuperados (Slots 
et al., 1991). Além disso, E. cloacae é resistente a antibióticos 
como ampicilina e eritromicina, que são recomendados 
e frequentemente utilizados no tratamento de infecções 
odontológicas, podendo dessa forma afetar a eficácia do 
tratamento  (Summers et al., 1993).

A aderência de microrganismos às células é um importante 
pré-requisito para o processo de colonização (Beachey, 
1981). Alguns trabalhos de aderência utilizando células de 
linhagens especiais, como células Hela (células neoplásicas 
derivadas de carcinoma de cérvix) (Sedgley et al., 1994), células 

intestinais Henle 407 (células epiteliais derivadas do jejuno 
e íleo embrionário humano) (Ronka et al., 2003) e células 
intestinais CaCO-2 (células derivadas de adenocarcinoma de 
cólon humano) (Tuomola & Salaminen, 1998; Forestier et al., 
2001) foram descritos na literatura na tentativa de comprovar 
essa relação. Em estudo comparativo sobre aderência de 
bactérias ácido-lácticas e enterobactérias em células epiteliais 
intestinais, Lee et al., 2000 também verificaram que tanto L. 
casei quanto E. coli (enterobactéria) tem capacidade de aderir 
às células epiteliais, podendo competir pelo mesmo sítio de 
aderência ou pelo mesmo receptor de superfície da célula 
hospedeira. De acordo com Fuller (1977) é possível o controle 
de E. coli,  por  bactérias ácido  lácticas, desde que haja no 
mínimo 10

7 
Unidades Formadoras de colônia por grama 

(UFC/g) de material coletado, para testes in vitro. Forestier  
et al. (2001) relataram que L. casei rhammosus interferiu no 
processo de aderência de microrganismos patogênicos em 
células intestinais humanas (CaCO2) e demonstraram que 
a aderência de enteropatógenos como K. pneumoniae e 
Escherichia coli foi diminuída quando incubados junto com 
L. casei rhammosus. No presente estudo foram utilizadas 
suspensões de microrganismos (L. casei e E. cloacae) contendo 
108 céls/mL para realizar o procedimento in vitro de aderência.

Uma significativa aderência de L. casei em relação à 
aderência de E. cloacae em células epiteliais da mucosa jugal foi 
demonstrada neste estudo. As bactérias probióticas competem 
com as bactérias que causam injúrias à saúde (MEURMAN & 
STAMATOVA, 2007) e podem ser capaz de inibir a colonização, 
adesão e formação do biofilme patogênico, trazendo 
benefícios para o hospedeiro (STAMATOVA & MEURMAN, 
2009). Os probióticos têm sido utilizados como auxiliares no 
tratamento da doença cárie, candidose oral, halitose e na 
doença periodontal. Assim, é possível considerar que com 
uma menor colonização de bactérias periodontopatogênicas, 
a cascata de reações imuno-inflamatórias pode também ser 
reduzida, e os probióticos utilizados como coadjuvante no 
tratamento da doença periodontal. Estudo realizado por 
Teughels et al., 2013 verificaram essa relação e concluíram 
que a utilização de pastilhas contendo L. reuteri pode ser 
indicada no tratamento da periodontite crônica juntamente 
com o procedimento de raspagem e aplainamento radicular. 
Essas evidências a respeito dos benefícios decorrentes do 
uso de probióticos justificam os estudos sobre o modo de 
ação desses microrganismos e também sua utilização como 
profiláticos e promotores de crescimento (Villani et al., 1995; 
Rodriguez, 1996; Naidu et al., 1999; Audisio et al., 2000; Jin 
et al. 2000; Ogawa et al., 2001).

Ishikawa (2003) em um estudo com Lactobacillus mostrou 
que a utilização dos mesmos reduziu a inflamação gengival e 
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diminuiu a contagem de cepas de Pg na saliva e em amostras 
de placa subgengival. E, Krasse et al (2006) demonstraram 
que pacientes portadores de gengivite de moderada a severa 
obtiveram uma melhora significativa de sua condição quando 
se utilizou o Lactobacillus reuteri. 

Riccia et al (2007) estudando os efeitos antiinflamatórios 
de Lactobacillus brevis em pacientes portadores de 
periodontite crônica, observaram uma diminuição significativa 
nos níveis de Prostaglandina E2 (PGE2) e de Metaloproteinase 
da Matrix (MMP). 

Shimazaki et al (2008) relacionaram pacientes com 
saúde periodontal e o consumo de leite e seus derivados 
(queijo e iogurte) e perceberam que aqueles que consumiam 
diariamente tais produtos tinham menor profundidade 
de sondagem e menos perda de inserção clínica quando 
comparados com aqueles que não faziam uso diário dos 
mesmos.

Shimauchi et al (2008), em um ensaio duplo cego com 
pacientes fumantes e ex-fumantes portadores de periodontite 
severa, avaliou a eficácia do probiótico. Para tal ele utilizou 
pastilhas contendo Lactobacillus salivarius e observou no 
grupo experimental uma redução significativa nos índices de 
placa e profundidade de sondagem quando comparados ao 
grupo controle que usou apenas o placebo.

A maior eficácia dos probióticos tem sido ultimamente 
caracterizada pela capacidade que esses microrganismos têm 
em aderir na superfície da mucosa, assim como em células 
epiteliais prevenindo a instalação de patógenos (Alander et 
al., 1997; Kirjavainen et al., 1998; Jin et al., 2000; Lee et al., 
2000; Jhonsson et al., 1992; Todoriki et al., 2001; Mukai et 
al., 2002;). 

Sendo assim, trabalhos devem ser realizados com o 
intuito de verificar se a interação in vivo de L. casei e E. 
cloacae segue o mesmo padrão da interação in vitro descrita 
no presente trabalho. Além disso, poderão ser realizados 
estudos complementares de aderência em células epiteliais 
da mucosa jugal, utilizando L. casei associados a outras 
Enterobacteriaceae, visto que, L. casei é um microrganismo 
que causa efeitos benéficos à saúde humana e pode ser 
isolado a partir de produtos lácteos fermentados. 

CONCLUSÃO

A aderência de Lactobacillus casei às células epiteliais da 
mucosa jugal foi significativamente maior que a aderência de 
Enterobacter cloacae às mesmas células. Além disso, L. casei 
interferiu negativamente na aderência de E. cloacae o que 
in vivo poderá resultar no controle de algumas patologias, 
inclusive na doença periodontal, já que os probióticos 

apresentam um importante papel na modulação da resposta 
imune. No entanto, mais estudos deverão ser realizados para 
elucidar o mecanismo de ação destes probióticos.

ABSTRACT

Probiotics are beneficial bacteria that have effects on 
the health of the host due to the ability to modulate the 
immune response and improve the properties of the intestinal 
microbiota. The greater efficacy of probiotics has been related 
to their capacity to adhere to the mucosal surface epithelial 
cells and preventing the onset of pathogens. The aim of this 
work was to verify, in vitro, the adherence of Enterobacter 
cloacae and Lactobacillus casei, alone or associated, to the 
epithelial cells of the human oral mucosa. Suspensions of L. 
casei and/or E. cloacae were incubated with a suspension of 
epithelial cells, filtered through a membrane and the retained 
material was transferred to glass sheets and stained by the 
Gram method. One hundred epithelial cells were analyzed for 
counting of the adhered bacteria. The results were compared 
and analyzed using Student t test. It was observed that the 
adherence of L. casei to the epithelial cells was higher than the 
adherence of E. cloacae, when incubated alone (p = 0.0175) 
or associated (p = 0.0000). L. casei was also able to reduce 
significantly the adherence of E. cloacae to oral epithelial 
cells. In conclusion, L. casei has more ability to adhere to 
epithelial cells, in vitro, suggesting that this microorganism 
could compete and probably avoid the colonization of E. 
cloacae on oral mucosa.

UNITERMS: Mouth mucosa. Lactobacillus casei. 
Enterobacter cloacae. Bacterial  adhesion.
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