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RESUMO 

 
Introdução: A incidência de infecções causadas por bactérias multirresistentes 
atingiu níveis alarmantes globalmente. A emergência da resistência 
antimicrobiana tornou-se ainda mais evidente durante a pandemia de COVID- 
19, devido ao uso indiscriminado de antibióticos, recrudescimento de doenças 
negligenciadas e aumento de infecções bacterianas secundárias, como as 
causadas por Pseudomonas aeruginosa. Esta bactéria é classificada como um 
patógeno de prioridade pela Organização Mundial da Saúde; desenvolve 
resistência por meio de mutações genéticas e seleção natural devido ao uso de 
antibióticos, resultando em linhagens multirresistentes. Esse fenômeno leva a 
falhas terapêuticas e desfechos desfavoráveis em um número crescente de 
casos. Neste cenário, abordagens não medicamentosas, por terem menor 
impacto na seleção e resistência, surgem como novas perspectivas terapêuticas. 
Bactérias do gênero Lactobacillus são amplamente empregadas como 
suplementos probióticos, mas sua colonização a partir da dieta é limitada. Por 
outro lado, os produtos do metabolismo dos Lactobacillus - pós-bióticos - embora 
ainda pouco explorados na medicina, já demonstraram potencial antimicrobiano. 
Esse potencial pode ser mais bem explorado no tocante à descolonização de 
agentes patogênicos, além de evitar a seleção de estirpes multirresistentes. Este 
estudo objetivou investigar o efeito de pós-bióticos de Lactobacillus rhamnosus 
e Lactobacillus reuteri e do sal de butirato de sódio (NaBut) sobre o crescimento 
de P. aeruginosa. Material e Métodos: Foram realizadas curvas de crescimento 
para bactérias seguindo o protocolo de Concentração Inibitória Mínima (CIM), 
adaptado a partir do BrCAST (Comitê Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos 
Antimicrobianos) para ensaio de microdiluição em caldo. Os Lactobacillus spp. 
foram cultivados por 48 horas a 37 ± 1°C no meio de cultura MRS BROTH. Já a 
linhagem de P. aeruginosa passou por pré-cultivo em aerobiose durante 24 horas 
a 37 ± 1°C em meio Mueller Hinton (MH) BROTH. Os pós-bióticos foram obtidos 
a partir de culturas puras e frescas de Lactobacillus spp.. Os meios para os 
ensaios de CIM foram preparados com MH BROTH acrescido dos pós-bióticos 
específicos de espécie (v/v) de L. rhamnosus e L. reuteri, ou de concentrações 
iniciais de 50 mM de NaBut. Resultados: Os resultados demonstram redução 
no crescimento de P. aeruginosa na presença do pós-biótico de L. reuteri da 
ordem de 92,89% na concentração de 50% v/v, redução de 75,07% na 
concentração de 25% v/v, e de 52,32% na concentração de 12,5% v/v. Já para 
o pós-biótico de L. rhamnosus também foi observado redução do crescimento, 
porém discretamente menor, sendo de 92,73% na concentração de 50% v/v e 
70,34% na concentração de 25% v/v, as demais concentrações ficaram com 
redução abaixo de 40%. Para os testes empregando NaBut, fazendo uma média 
geral do Nabut, ocorreu inibição de P. aeruginosa de 48,4% na concentração de 

50 mM (poço 1), na concentração de 25 mM (poço 2) houve redução de 
35,35%% no crescimento, concentração de 12,5 mM (poço 3) houve redução de 
18,15%, na concentração de 6,25 mM (poço 4) houve redução de 8,9%. 
Conclusão: Tanto os pós-bióticos de Lactobacillus spp. quanto o NaBut 
conseguiram reduzir o crescimento in vitro de P. aeruginosa de modo dose- 
dependente. É importante destacar que os dados apresentados são iniciais e 
carecem de estudos complementares para identificar as possíveis moléculas 
responsáveis pela observação. Entretanto, os dados preliminares indicam que 
os pós-bióticos têm efeito inibitório sobre bactérias patogênicas e poderão, no 



futuro, serem empregados como abordagem complementar aos tratamentos 
clínicos. Além de terem menor impacto na seleção de linhagens resistentes, os 
pós-bióticos se destacam pela economicidade e pela possibilidade de serem 
oferecidos em regiões parcimoniosamente vulneráveis. 

Palavras-chave; Lactobacillus; pós-biótico; resistência antimicrobiana; butirato 

de sódio; Pseudomonas aeruginosa. 



ABSTRACT 

Introduction: The incidence of infections caused by multidrug-resistant bacteria 
has reached alarming levels globally. The emergence of antimicrobial resistance 
became even more evident during the COVID-19 pandemic due to the 
indiscriminate use of antibiotics, the resurgence of neglected diseases, and the 
increase in secondary bacterial infections, such as those caused by 
Pseudomonas aeruginosa. This bacterium is classified as a priority pathogen by 
the World Health Organization and develops resistance through genetic 
mutations and natural selection due to antibiotic usage, resulting in multidrug- 
resistant strains. This phenomenon leads to therapeutic failures and unfavorable 
outcomes in an increasing number of cases. In this context, non-pharmacological 
approaches, which have a lower impact on selection and resistance, emerge as 
new therapeutic perspectives. Bacteria of the genus Lactobacillus are widely 
used as probiotic supplements, but their dietary colonization is limited. 
Conversely, the metabolic products of Lactobacillus postbiotics although still 
underexplored in medicine, have already demonstrated antimicrobial potential. 
This potential can be further investigated concerning the decolonization of 
pathogenic agents and the prevention of the selection of multidrug-resistant 
strains. This study aimed to investigate the effect of postbiotics from Lactobacillus 
rhamnosus and Lactobacillus reuteri, as well as sodium butyrate (NaBut), on the 
growth of P. aeruginosa. Materials and Methods: Growth curves for the bacteria 
were conducted following the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) protocol, 
adapted from BrCAST (Brazilian Committee on Antimicrobial Sensitivity Testing) 
for broth microdilution assays. The Lactobacillus spp. were cultivated for 48 hours 
at 37 ± 1°C in MRS broth. The P. aeruginosa strain underwent pre-cultivation in 
aerobic conditions for 24 hours at 37 ± 1°C in Mueller Hinton (MH) broth. 
Postbiotics were obtained from fresh, pure cultures of Lactobacillus spp. The 
media for the MIC assays were prepared using MH broth supplemented with 
specific postbiotics (v/v) from L. rhamnosus and L. reuteri, or with initial 
concentrations of 50 mM of NaBut. Results: The results demonstrate a reduction 
in the growth of P. aeruginosa in the presence of the postbiotic from L. reuteri of 
92.89% at a concentration of 50% v/v, 75.07% at 25% v/v, and 52.32% at 12.5% 
v/v. For the postbiotic from L. rhamnosus, a reduction in growth was also 
observed, although slightly lower, with 92.73% at 50% v/v and 70.34% at 25% 
v/v; the other concentrations showed reductions below 40%. In tests using NaBut, 
an average overall inhibition of P. aeruginosa was observed at 48.4% at 50 mM 
(well 1), with a reduction of 35.35% at 25 mM (well 2), 18.15% at 12.5 mM (well 
3), and 8.9% at 6.25 mM (well 4). Conclusion: Both postbiotics from 
Lactobacillus spp. and NaBut were able to reduce the in vitro growth of P. 
aeruginosa in a dose-dependent manner. It is important to emphasize that the 
presented data are preliminary and require further studies to identify the potential 
molecules responsible for the observed effects. However, the preliminary data 
indicate that postbiotics exhibit inhibitory effects on pathogenic bacteria and may, 
in the future, be employed as a complementary approach to clinical treatments. 
In addition to having a lower impact on the selection of resistant strains, 
postbiotics stand out for their cost-effectiveness and potential availability in 
resource-limited regions. 

Keywords; Lactobacillus; postbiotics; antimicrobial resistance; sodium butyrate; 

Pseudomonas aeruginosa. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 A problemática da resistência antimicrobiana para saúde mundial. 

 
A área da Medicina passou por uma transformação significativa com a 

introdução dos antimicrobianos, representando um notável avanço no cenário 

biotecnológico. Esta inovação propiciou a preservação de inúmeras vidas ao 

confrontar infecções anteriormente concebidas como potencialmente letais. 

Simultaneamente, promoveu melhorias substanciais na qualidade de vida de 

milhões de indivíduos afetados por essas enfermidades. O tratamento 

farmacológico, uma vez iniciado, demonstra eficácia na redução dos sintomas a 

curto  prazo,  contrapondo-se  aos  efeitos  prejudiciais  dos  patógenos 

ERIANA PELO USO INDISCRIMINADO DE 
 

 
No entanto, as crescentes práticas indiscriminadas no uso de 

antimicrobianos geram prejuízos que superam os benefícios  o risco é maior 

que o benefício  , resultando na aceleração de processos de seleção natural 

que conduzem à emergência de resistência aos medicamentos. A resistência 

bacteriana, nesse contexto, configura-se como uma ameaça substancial à 

eficácia desses agentes farmacológicos. Este fenômeno é caracterizado pela 

habilidade dos micro-organismos em contornar as condições microbicidas 

propostas, demonstrando uma capacidade singular de sobreviver às 

concentrações dos fármacos que, teoricamente, deveriam ser eficientes contra 

organismos da mesma espécie (ALÓS, 2015). 

A resistência aos antibióticos pode ser conceituada como um fenômeno 

de adaptação dos micro-organismos, resultante de mutações genéticas ou da 

aquisição de genes de resistência, conferindo-lhes a capacidade de sobreviver 

à exposição a agentes farmacológicos. Essas alterações podem manifestar-se 

por meio de modificações no sítio de ação do fármaco, culminando na inativação 

ou obstrução, fruto da incorporação de genes de resistência (RODRÍGUEZ- 

SANTIAGO et al., 2021). 

Enquanto o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos é um 

processo moroso devido à sua intrincada complexidade, a evolução do 

mecanismo de resistência ocorre de maneira acelerada, destacando a imperiosa 
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necessidade de priorizar investigações direcionadas ao enfrentamento desse 

desafio premente (CAMACHO SILVAS, 2023). 

As infecções multirresistentes são reconhecidas pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS) como uma séria preocupação global, face ao 

crescimento alarmante no número de casos clínicos e ao aumento da ineficácia 

dos tratamentos farmacológicos. A OMS projeta um incremento substancial na 

resistência bacteriana a curto prazo. Atualmente, infecções resistentes a 

medicamentos já ocasionam pelo menos 700.000 óbitos anuais, incluindo 

230.000 decorrentes de tuberculose multirresistente. Em um prognóstico mais 

sombrio, na ausência de intervenções, estima-se cerca de 10 milhões de mortes 

anuais até 2050, com 2,4 milhões previstos em países de alta renda entre 2015 

e 2050 (INTERAGENCY COORDINATION GROUP ON ANTIMICROBIAL 

RESISTANCE, 2019). 

Um dos principais catalisadores desse cenário preocupante, se não o 

principal, é a prática do uso empírico de antibióticos, desprovido de 

embasamento em evidências científicas. A OMS posiciona a resistência aos 

antimicrobianos como uma das principais ameaças à saúde global (ANTIBIOTIC 

RESISTANCE THREATS IN THE UNITED STATES, 2019; ANVISA, 2022). 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) enfatiza que o 

incremento na resistência aos antimicrobianos acarreta danos significativos à 

saúde populacional, refletidos por infecções notórias que comprometem o 

quadro clínico do paciente, especialmente aqueles imunodeprimidos ou 

submetidos a procedimentos hospitalares. Tais infecções oportunistas proliferam 

no ambiente hospitalar, aumentando a morbimortalidade, demandando maior 

atenção da equipe médica e ensejando o uso de alternativas antimicrobianas 

mais dispendiosas (ANVISA, 2022; YUKI MURAI et al., 2022). 

A pandemia da COVID-19 emerge como um coadjuvante relevante no 

agravamento da resistência aos antibióticos. A disseminação de desinformação 

pela internet estimulou o uso indiscriminado de diversos fármacos pela 

população, incluindo antibióticos, desprovidos de fundamentação científica. Um 

estudo no Distrito Federal, focalizando a resistência antimicrobiana em 

indivíduos  com  mais  de  70  anos,  revelou  que  50%  dos  entrevistados 



17 
 

apresentaram orientação inadequada e relataram uso inapropriado de 

antibióticos. Dentre esses, 15% mencionaram ter sido acometidos por micro- 

organismos resistentes, e 9,1% afirmaram ter utilizado antibióticos para tratar o 

vírus responsável pela COVID-19. (GALVÃO, ANNA LUIZA ZAPALOWSKI et al., 

2023). 

 

 
1.2 Pseudomonas aeruginosa biologia e virulência 

 
Pseudomonas aeruginosa é classificada como um patógeno de prioridade 

um pela Organização Mundial da Saúde, e novos medicamentos são 

urgentemente necessários devido ao surgimento de cepas multirresistentes 

(MDR). 

P. aeruginosa é um bacilo gram-negativo aeróbico e não fermentador da 

glicose, não produz esporos e é um microrganismo ubíquo, amplamente 

distribuído em vários nichos ecológicos, destacando-se por sua notável 

versatilidade metabólica, que lhe permite prosperar tanto em ambientes 

aquáticos quanto terrestres. P. aeruginosa evidencia a habilidade de colonizar 

diversidade de fontes de vida, incluindo plantas, animais e seres humanos 

(BOTELHO; GROSSO; PEIXE, 2019). 

Com relação à capacidade patogênica, P. aeruginosa apresenta atributos 

de virulência importantes, como: motilidade, invasinas, adesinas, toxinas e 

propriedades antifagocitárias. A motilidade se divide em 3 tipos, swarming, 

swimming e twitching. As invasinas, como a protease alcalina, auxiliam na 

capacidade antifagocitária e na degradação de proteínas do hospedeiro (SAEKI 

et al., 2020). Às fímbrias atuam como adesinas, e as toxinas exoenzima S e 

exotoxina A promovem dano tecidual e escape fagocitário (AZAM; KHAN, 2019). 

Dentre os atributos de virulência mais relevantes se destaca o potencial 

de formação de biofilmes. Biofilmes são produzidos por microrganismos que se 

desenvolvem em e  

substâncias poliméricas extracelulares (EPS), sintetizadas pelo próprio micro- 

organismo (JACOB-LOPES et al., 2014; SANT´ANA et al., 2003). P. aeruginosa 
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demonstra um notável potencial para a formação de biofilmes. Esses biofilmes 

são uma ameaça significativa em infecções nosocomiais, dificultando o 

tratamento com antimicrobianos convencionais (Mahmmudi & Gorzin, 2017). Os 

biofilmes de P. aeruginosa são mais difíceis de tratar e levam a falha terapêutica, 

por exibirem uma tolerância intrínseca aos antibióticos, bem como o 

desenvolvimento de resistência mutacional (Ciofu & Tolker Nielsen, 2019). 

 

 
1.3 Pseudomonas aeruginosa meios de cultura 

 
Os meios de cultura nos quais essa bactéria cresce são os mais variados, 

pois não exige tanto no aspecto nutricional. Entretanto, o microrganismo cresce, 

por exemplo, nos meios ágar Sangue com colônias irregulares e com produção 

de véu, ágar MacConkey  meio seletivo para bactérias gram-negativas  , e 

Meio CLED  meio para diferenciação de microrganismos da urina. A presença 

de P. aeruginosa nesse meio é conferida por suas colônias nas tonalidades 

verdes. Também cresce em outros meios (ANVISA, 2004). 

 

 
1.4 Pseudomonas aeruginosa mecanismos de resistência. 

 
P. aeruginosa exibe resistência a diferentes classes de antibióticos, 

    -lactâmicos (Figura 1). Dentre os 

antibióticos de uso clínico vale citar a resistência intrínseca às cefalosporinas de 

1ª e 2ª gerações, ampicilina e ertapenem (Santos & Lauria Pires, 2010; 

Rodríguez Baño et al., 2018; DE OLIVEIRA et al., 2020; JEAN; HARNOD; 

HSUEH, 2022; DE SOUSA et al., 2021). 
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Figura 1: Mecanismos de resistência antimicrobiana em P. aeruginosa. 
Fonte: Modificado de QIN et al., 2022 

 
 

Alguns dos mecanismos que geram resistências já foram elucidados, 

como a resistência aos carbapenêmicos, que se dá mediante expressão de 

genes que codificam uma enzima produtora de metalo-beta-lactamase, 

resultando em tratamentos ainda mais difíceis (DE OLIVEIRA et al., 2020; DE 

SOUSA et al., 2021; JEAN; HARNOD; HSUEH, 2022;). No geral, os principais 

mecanismos de resistência podem ser agrupados em mecanismos intrínsecos, 

adquiridos e adaptativos (HANCOCK; SPEERT, 2000, Breidenstein et al., 2011). 

A resistência intrínseca e/ou adquirida envolve variados fatores, como 

alteração da permeabilidade da membrana, hiper expressão de sistema de 

efluxo e síntese de proteínas de ligação e inativação das penicilinas por meio de 

- lactâmico (QUARESMA et al., 2009). P. aeruginosa é ainda 

capaz de existir simultaneamente todos esses fatores (STRATEVA; 

YORDANOV, 2009). A resistência adquirida ocorre por transferência horizontal 

de genes de resistência ou mutações (BREIDENSTEIN; DE LA FUENTE- 

NÚÑEZ; HANCOCK, 2011). Todavia, a resistência adquirida pode ser 

impulsionada em respostas a substâncias antimicrobianas (AZAM; KHAN, 2019). 

A resistência adaptativa inclui a formação de biofilme nos pulmões de 

pacientes infectados, atuando como barreira à difusão de antibióticos 
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(DRENKARD, 2003). Além disso, células persistentes, tolerantes a múltiplos 

medicamentos, podem surgir no biofilme, sendo responsáveis por infecções 

prolongadas e recorrentes em pacientes com fibrose cística (MULCAHY et al., 

2010). 

No Brasil, devido ao exacerbado número de surtos e aumento da 

mortalidade, os órgãos de vigilância sanitária propõem que haja rastreio e 

controle desses perfis de resistência (ANVISA, 2021; SILVA; ESTEVAM; 

NOGUEIRA, 2024). 

1.5 P. aeruginosa   aspectos epidemiológicos 

 
No tocante aos aspectos epidemiológicos, um panorama atualizado das 

infecções ocasionadas por P. aeruginosa são alarmantes. No Brasil, P. 

aeruginosa vem sendo importante causador de Infecções Relacionadas à 

Assistência à Saúde (IRA), sendo considerado o patógeno mais prevalente 

associado a pneumonia e o terceiro em infecção primária da corrente sanguínea 

em unidades de terapia intensiva (UTI) (ELMER WILLIAM KONEMAN et al., 

2008; FIGUEREDO et al., 2021). 

 

 
1.5.1 Infecções relacionadas à assistência e sua relação com P. 

aeruginosa 

As infecções relacionadas à assistência à saúde (IRA) representam uma 

preocupação substancial no âmbito da saúde pública mundial. IRA induzem a 

elevação significativa da morbidade e mortalidade entre os pacientes, 

desencadeando repercussões sociais adversas nos sistemas de saúde de 

distintas nações e territórios (SANT´ANA et al., 2003; OLIVEIRA; 

BUSTAMANTE; BESEN, 2022). 

Neste contexto, destacam-se os microrganismos multirresistentes como 

P. aeruginosa, que ocasionam significativas complicações na terapêutica, 

principalmente de indivíduos imunossuprimidos (ESCOLÀ-VERGÉ; LOS- 

ARCOS;  ALMIRANTE,  2020)  (FIGUEREDO  et  al.,  2021).  Segundo  a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), P. aeruginosa é um dos microrganismos 

de alerta se tratando de resistência e novas abordagens terapêuticas (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2024). É notória a persistência desta bactéria em 
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ambientes clínicos, dada sua extraordinária plasticidade adaptativa e variado 

perfil de resistência aos antibióticos. P. aeruginosa é frequentemente associada 

a IRAS como pneumonia, infecções do trato urinário e bacteremia, 

principalmente em pacientes imunocomprometidos (SKARIYACHAN et al., 

2018). 

Atualmente, essa bactéria é considerada a principal causa de pneumonia 

associada à ventilação mecânica nas Unidades de Tratamento Intensivo (UTI) 

(LIMA et al., 2017). É também o micro-organismo mais prevalente em pacientes 

com fibrose cística (MAINZ et al., 2019). Essa bactéria é também um indicador 

de contaminação de águas minerais (SANT´ANA et al., 2003). Infecções 

nosocomiais como pneumonia, infecções do trato urinário e bacteremia estão 

frequentemente relacionadas a esse patógeno, principalmente em pacientes 

imunocomprometidos (SKARIYACHAN et al., 2018). 

1.5.2 Dados epidemiológicos no Brasil 

 
Em Unidade de Terapia Intensiva para adultos (UTI adulto), P. aeruginosa 

demonstrou ser o 5º principal microrganismo em infecções primárias de corrente 

sanguínea confirmada laboratorial (IPCSL). Entretanto, em infecções do trato 

urinário associada a cateter vesical de demora (ITU-AC) demonstrou ser o 2º 

principal micro-organismo. Em UTI pediátrica demonstrou ser 9º em IPCSL e 3º 

em ITU-AC. Em IPCSL em UTI neonatal é o 11º micro-organismo mais 

prevalente. (SECRETARIA DE SAÚDE DO GOVERNO FEDERAL (SES), 

Relatório GRSS n°04-2020 - Análise RM - IRAS 2019.) 

 
Ainda, em UTI adulto, P. aeruginosa corresponde a 63,3% da resistência 

aos carbapenêmicos em pacientes com IPCSL e 63,6% em pacientes com ITU- 

AC, mas não apresentaram resistência à polimixina. Nas UTI pediátricas, tanto 

em pacientes com IPCSL quanto ITU-AC, não demonstrou resistência para os 

carbapenêmicos e polimixinas. Em UTI neonatal apresentou 33,3% de 

resistência aos carbapenêmicos e não apresentou resistência à polimixina. 

(SECRETARIA DE SAÚDE DO GOVERNO FEDERAL (SES), Relatório GRSS 

n°04-2020 - Análise RM - IRAS 2019.) 
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1.6 A microbiota intestinal e seu potencial para novas abordagens 

terapêuticas não-medicamentosas 

 

 
A microbiota intestinal é um sistema complexo constituído por milhões de 

microrganismos e modulada por seus produtos. Há estimativas de que a 

microbiota intestinal humana possui cerca de 150 vezes mais genes do que todo 

o genoma humano (WANG et al., 2017). A microbiota intestinal também tem sido 

caracterizada como um ecossistema vital que conecta com outro órgão, como, 

por exemplo, o sistema nervoso (HONARPISHEH; BRYAN; MCCULLOUGH, 

2022). Quando em equilíbrio na sua composição microrganismos não- 

patogênicos em maiores números que os patogênicos , o hospedeiro se 

beneficia desta relação simbiótica, particularmente no desenvolvimento do 

sistema imunitário, além da melhora na função de barreira contra agentes 

patogênicos (AFZAAL et al., 2022). 

Neste contexto, um grupo importante de microrganismos e seus produtos 

metabólicos vêm sendo alvo de diferentes estudos mundialmente, os pró- 

bióticos. Consensualmente, pró-bióticos são aceitos como agentes que 

promovem a saúde do hospedeiro. Mais recentemente, os metabólitos oriundos 

desses microrganismos, denominados pós-bióticos, também têm sido objeto de 

interesse. Estudos desses compostos bioativos parecem atuar na modulação da 

microbiota do hospedeiro, no sistema imunitário e sobre crescimento e 

colonização de outras espécies patogênicas. 

 

 
1.6.1 Pré-bióticos 

 
Por definição, pré-bióticos são carboidratos não digeridos, fermentados 

pela microbiota intestinal, que realizam produção de ácidos graxos de cadeia 

curta (AGCC) como Butirato, acetato e propionato, substâncias benéficas para o 

organismo por auxiliarem na seleção de populações de micro-organismos que 

compõem a microbiota saudável. A atividade metabólica inter e intra 

reinos/classes, contribui influenciando no desenvolvimento e modulação do 

sistema imunológico, evitando a colonização de patógenos no intestino (ZHENG; 

LIWINSKI; ELINAV, 2020). 
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1.6.2 Pró-bióticos 

 
Os pró-bióticos são microrganismos que, quando presentes no organismo 

em quantidades proporcionais, promovem defesa e melhoria na resposta 

imunitária (HILL et al., 2014). Bactérias do gênero Lactobacillus são amplamente 

empregadas como suplementos alimentares pró-bióticos. Diferentes estudos 

comprovaram que a presença de pró-bióticos na mucosa intestinal promove 

melhor resposta do sistema imunológico frente a microrganismos patogênicos 

invasores ou oportunistas, além de promoverem melhora na permeabilidade 

intestinal (SAAD, 2006; FAN; PEDERSEN, 2020). 

Os pró-bióticos também tem sua segurança comprovada em uso 

pediátrico. Estudos apontam a habilidade em manter a hemostasia benéfica ao 

hospedeiro, incluindo a indicação do uso de pró-bióticos para evitar dermatites e 

concomitante ao uso de antibióticos, uma abordagem que reduz 

significativamente o risco de diarreia aguda (SZAJEWSKA et al., 2014). 

No grupo de pró-bióticos, os microrganismos mais estudados e com dados 

de segurança e uso clínico, destacam-se os Lactobacillus. 

Beijerinck propôs o gênero Lactobacillus em 1901, abrangendo 

microrganismos gram-positivos, fermentativos, anaeróbios facultativos e não 

produtores de esporos. Este gênero está categorizado no filo Firmicutes, na 

classe Bacilli, na ordem Lactobacillales e na família Lactobacillaceae, que 

engloba os gêneros Lactobacillus, Paralactobacillus e Pediococcus (ZHENG et 

al., 2020). 

Os efeitos dos Lactobacillus como imunomoduladores já são conhecidos 

(WILSON; WALKER; YIN, 2021). Esses efeitos podem ser originados por uma 

multiplicidade de fatores. Estudos empregando Lactobacillus pentosus b240, 

inativado pelo calor, promoveu a produção de imunoglobulinas, do interferon 

(IFN)-    -4, IL-5, fatores de ativação de 

células B, IFN-   - -    

al., 2012). 

 
Interessantemente, a cepa Lactobacillus plantarum YYC-3 foi capaz de 

inibir linhagens celulares de câncer colorretal humano HT-29 e Caco2 ao 



24 
 

modular o sistema imunológico, reduzindo a expressão das citocinas 

inflamatórias IL-6, IL-17 e IL-22, além de diminuir a infiltração de células 

inflamatórias (YUE et al., 2020). 

1.6.3 Pós-bióticos 

 
Pós-bióticos são produtos provenientes de microrganismo considerados 

benéficos Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Eubacterium, 

Faecalibacterium, e Saccharomyces , por meio dos seus processos 

metabólicos (SANGILIYANDI GURUNATHAN; PRATHEEP THANGARAJ; KIM, 

2023). São naturalmente encontrados em alimentos fermentados, como iogurte, 

chucrute, vegetais em conserva e kombucha (AGUILAR-TOALÁ et al., 2018). 

A determinação de pós-bióticos em suplementos dietéticos e produtos 

alimentares é regulada pela Farmacopeia Europeia, que os classifica como 

"produtos de bactérias vivas e intactas, esporos ou cultura de microrganismos", 

principalmente linhagens bacterianas e fúngicas identificadas como GRAS 

(Generally Recognized as Safe). Conforme dados publicados pela Food and 

Agriculture Organization of the United Nations World Health Organization 

(FAO/WHO), os pós-bióticos, como o ácido lático, foram classificados como 

"metabólitos típicos e característicos" produzidos, por exemplo, por Lactobacillus 

rhamnosus e Lactobacillus paracasei  

Englobam um vasto grupo de moléculas que incluem ácidos graxos de 

cadeia curta (SCFAs - Short Chain Fatty Acids), proteínas (por exemplo, 

enzimas, bacteriocinas), peptídeos, lipídeos, hidratos de carbono (por exemplo, 

exopolissacáridos), poliaminas, ácidos teicóicos, vitaminas, nucleosídeos e 

outros ácidos orgânicos, substâncias inorgânicas (por exemplo, CO2, NH3, 

H2O2) e componentes de dimensão micrónica (por exemplo, vesículas 

membranares). Os pós-bióticos são considerados seguros para bebês, crianças 

e adultos, proporcionando benefícios para a saúde nestas fases da vida 

(SANGILIYANDI GURUNATHAN; PRATHEEP THANGARAJ; KIM, 2023; 

(CUEVAS-GONZÁLEZ; LICEAGA; AGUILAR-TOALÁ, 2020). 

Os pós-     

afetados pelo p  

em diferentes aplicações, como nas indústrias alimentar, farmacêutica e 
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cosmética. Entretanto, técnicas de processamento, incluindo calor, sonicação, 

irradiação e alta pressão, podem impactar a composição dos pós-bióticos 

(SANGILIYANDI GURUNATHAN; PRATHEEP THANGARAJ; KIM, 2023). O 

processo de extração, padronização, transporte e armazenamento de pós- 

bióticos é mais simples que dos pró-bióticos, que carecem serem mantidos 

viáveis para uso. Técnicas de bioengenharia, como tecnologia de fermentação e 

alta pressão, podem ser usadas para a síntese de diferentes pós-bióticos 

(AGGARWAL et al., 2022). No entanto, este conceito relativamente recente de 

pós-bióticos é, por vezes, controverso, na maioria devido à diversidade de 

determinadas biomoléculas e ao fato de surgirem como produtos finais de 

diferentes processos, contribuindo, consequentemente, para vários efeitos no 

hospedeiro. 

 

 
Figura 2: Pré-bióticos, pró-bióticos, pós-bióticos e simbióticos. 

Fonte: Torquati Madeira Costa, 2024. 
 
 

Essas substâncias vêm sendo estudadas no ramo da ciência por conta da 

sua promissora capacidade de uso em determinadas áreas da saúde humana 

(PRAJAPATI et al., 2023). Entre os benefícios proporcionados pelos pós- 

bióticos, destacam-se os efeitos diretos, os quais resultam da interação dessas 

substâncias com as células do hospedeiro onde foram administrados. Tais 

efeitos diretos podem manifestar-se por meio de modulações específicas em vias 

metabólicas celulares ou pela regulação de processos fisiológicos intrínsecos. 
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Adicionalmente, observam-se benefícios indiretos decorrentes da ação 

dos pós-bióticos, tais como a promoção da proliferação de microrganismos 

benéficos à saúde. Esse fenômeno contribui para o equilíbrio da microbiota, 

favorecendo a composição de uma comunidade microbiana diversificada e 

propícia ao bem-estar do hospedeiro (MARTYNIAK et al., 2021). 

Apesar do número significativo de estudos que descrevem a produção e 

a eficácia dos pós-bióticos como estratégias antimicrobianas promissoras, a 

utilização de pós-bióticos como abordagem auxiliar em infecção pulmonar 

polimicrobiana, por exemplo, as causadas por P. aeruginosa, carece de 

investigação. 

 

 
1.7 Butirato de Sódio 

 
O Butirato é um ácido graxo de cadeia curta (AGCC) produzido a partir da 

fermentação de bactérias pró-bióticas Bacteroides e Firmicutes presentes no 

cólon  , a partir de fibra alimentar não digerida (FURUSAWA et al., 2013; KIM 

et al., 2018). O Butirato apresenta propriedades anti-inflamatórias e 

anticancerígenas (AGGARWAL et al., 2022), além de seu papel como modulador 

epigenético em fungos patogênicos (BRANDÃO et al., 2015). 

Interessantemente, a combinação de Butirato de sódio com os pró- 

bióticos Lactobacillus sp., parece aumentar o papel protetor desta substância. 

No estudo realizado por Wang e colaboradores (2018), foi constatado que a 

sinergia entre bactérias capazes de produzir butirato, como o Clostridium 

butyricum, juntamente com o Lactobacillus acidophilus, amplificou 

significativamente a atividade anti-inflamatória do Butirato. Tal achado permite 

hipotetizar que a combinação entre Butirato e espécies de Lactobacillus sp. 

poderia beneficiar até mesmo contra processos infecciosos causados por 

microrganismos residentes, oportunistas ou invasores. 

Neste sentido, os estudos empregando pró-bióticos, pré-bióticos e pós- 
 

interações entre microrganismos no ecossistema denominado microbiota. A 

relação simbiótica entre esses componentes da microbiota intestinal pode ser 
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essencial para proporcionar benefícios e sustentar o equilíbrio do ecossistema, 

fortalecendo a microbiota para que, diante de invasores patogênicos, a resposta 

imunológica do hospedeiro seja mais seletiva e eficiente (KIM et al., 2019; 

FERNANDES; RODRIGUES; SOUZA, 2021; PEIVASTEH-ROUDSARI et al., 

2020). 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

 
A resistência antimicrobiana representa uma preocupação significativa 

nas infecções causadas pela P. aeruginosa, dada a sua extraordinária 

capacidade de resistência por mecanismos intrínsecos, adquiridos e adaptativos; 

destacando a necessidade de estratégias de controle que melhorem a eficácia 

do tratamento. 

Uma das vertentes que tenta combater o avanço da resistência 

microbiana objetiva estudar abordagens coadjuvantes, com menor impacto 

sobre seleção de linhagens multirresistentes, além de menor toxicidade ao 

paciente. Neste sentido, há um avanço em estudos com pró-bióticos e/ou seus 

pós-bióticos, dada suas capacidades em inibir/diminuir o crescimento de 

determinados microrganismos patogênicos, aumentando a barreira de defesa na 

microbiota intestinal, somado a uma ação moduladora sobre o sistema 

imunológico. 

A vasta maioria dos estudos com Lactobacillus spp. empregam seu uso 

como pró-bióticos, que apresentam como principal limitação a necessidade de 

serem ingeridos vivos e alcançarem o sítio de atuação ainda viáveis. Por outro 

lado, o presente estudo investiga o papel de metabólitos excretados no meio por 

essas bactérias e do NaBut, como agentes pós-bióticos, como estão sendo 

denominados. Trata-se de um conceito novo ainda em fase de discussão pelo 

ISAPP (Associação Científica Internacional de Pró-bióticos e Pré-bióticos). 

Destarte, a proposta deste estudo é avaliar o efeito de pós-bióticos de 

diferentes espécies de Lactobacillus spp., de modo a elucidar o papel desses 

metabólitos sobre crescimento da bactéria multirresistente P. aeruginosa. Há 

uma expectativa dos dados apontarem para uma possível abordagem 

terapêutica coadjuvante, com melhor economicidade e, especialmente, com 

menor impacto sobre seleção de linhagens resistentes significativamente 

menores que os antimicrobianos atuais. 
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3. OBJETIVOS 
 

 
3.1 Objetivo Geral 

 

 
Avaliar o efeito de pós-bióticos secretados por Lactobacillus spp. e ácidos 

graxos de cadeia curta presentes na microbiota intestinal, sobre crescimento de 

P. aeruginosa. 
 

 
3.2 Objetivos Específicos 

 
 

Avaliar o efeito do pós-biótico de L. reuteri sobre crescimento de P. 

aeruginosa; 

Avaliar o efeito do pós-biótico de L. rhamnosus sobre crescimento de P. 

aeruginosa; 

Avaliar o efeito do Butirato de Sódio sobre o crescimento de P. 

aeruginosa; 

Determinar a Concentração Inibitória mínima (CIM) do pós-biótico de L. 

reuteri sobre crescimento de P. aeruginosa; 

Determinar a Concentração Inibitória mínima (CIM) do pós-biótico de L. 

rhamnosus sobre crescimento de P. aeruginosa; 

Determinar a Concentração Inibitória mínima (CIM) de NaBut sobre o 

crescimento de P. aeruginosa. 
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4. METODOLOGIA 
 

 
4.1 Origem, isolamento e manutenção das Linhagens. 

 
A linhagem ATCC27853 de P. aeruginosa, gentilmente cedida pelo 

LACEN (Laboratório Central de Saúde Pública), foi empregada em todos os 

ensaios deste estudo. Já as linhagens de Lactobacillus escolhidas foram: L. 

reuteri (Lote: IE2702) e L. rhamnosus (LR-G14) (Lemma®), gentilmente doadas 

pela Prof.ª Dr.ª Yanna Nóbrega, chefe do LabMIC (ULEG/FS-UnB), devidamente 

Importante citar que as linhagens de Lactobacillus spp. provenientes da 

biblioteca de microrganismos do LABMIC foram, em estudos anteriores, 

validadas por espectrometria de massa de tempo de vôo por ionização de 

dessorção a laser assistida por matriz (MALDI-   

da metodologia de MALDITOF, algumas colônias foram aplicadas na lâmina 

alvo (Bioméri   

 -ciano-4-hidroxicinâmico) (ambos 

de Biomérieux, Marcy'Etoile, França). Após a secagem, as lâminas foram 

transferidas para uma estação de leitura Vitek MS® System (Biomérieux, Marcy 

dados Vitek MS versão 3.0. Os resultados foram considerados válidos quando 

a probabilidade percentual de identificação dos valores foi maior ou igual a 

99,9%. 

 
4.2 Estoque e Manutenção de inóculos 

 
Os estoques bacterianos foram preservados congelados em microtubos 

contendo meio de cultura Mueller Hinton BROTH (HIMEDIA) para P.aeruginosa. 

Já aos estoques destinados a L. reuteri e L. rhamnosus foram armazenados em 

caldo LACTOBACILLI MRS BROTH, marca Acumedia® 29 (Neogen do Brasil, 

São Paulo, Brasil), com a adição de glicerol. Os estoques de bactérias foram 

mantidos em meio de cultivo acrescido de glicerol [30%] e congelados a -20 °C. 

Inicialmente, para realização dos ensaios, um pré-inoculo era realizado 

extraindo um volume de 15 L do estoque de P. aeruginosa e inoculado em meio 
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de cultura Mueller Hinton ágar (MH), incubado em uma estufa de CO2 (Fanem 

LTDA.) a uma temperatura de 37ºC, sem agitação, por 24 horas. O mesmo 

procedimento foi realizado para pré-inóculos de L. reuteri e L. rhamnosus, porém, 

semeados em caldo MRS e inoculados por 48h em estufa a 37ºC, também sem 

 O propósito era propiciar o crescimento exponencial das amostras 

destinadas aos testes posteriores. Posteriormente, os cultivos foram mantidos 

refrigerados por até 10 dias, visando sua preservação para repiques 

subsequentes. 

 

 
4.3 Meios de cultivo e inóculos 

 
As células de P. aeruginosa foram cultivadas previamente em aerobiose 

 

realização da análise de Concentração inibitória mínima, de acordo protocolo do 

BrCast (Comitê Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos). O 

meio composto por ácido hidrolisado de caseína e extrato de carne que fornecem 

aminoácidos, nitrogênio, minerais, vitaminas, carbono e outros nutrientes que 

suportam o crescimento de P. aeruginosa Muller Hinton: Ingredientes g/L 

(Infusão de Carne: 300 g/L, Hidrolisado ácido de caseína: 17,5 g/L, Amido: 1,5 

       

 
Para os ensaios de placa de micro-diluição, os pós-bióticos de 

Lactobacillus spp., bem como os meios para cultivo, foram preparados na 

concentração 1x (padrão recomendado em bula) para os controles, e nos testes 

CIM (Concentração Inibitória Mínima) na concentração de 2x (o dobro da 

concentração), devido à adição dos pós-bióticos ao meio de crescimento. 

Os Lactobacillus spp. foram cultivados em meio de cultura 

LACTOBACILLI MRS BROTH Acumedia® 29 (Neogen do Brasil, São Paulo, 

Brasil). Sendo o caldo composto por: enzima digestiva de tecido animal 1%, 

extrato de carne 1%, extrato de levedura 0,5%, dextrose 2%, acetato de sódio 

0,5%, polissorbato 800,1%, fosfato de dissódico 0,2%, citrato de amônio 0,234%, 

sulfato de magnésio 0,01% e sulfato de manganês 0,005%. 
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4.4 Reagentes e soluções. 

 
Em relação ao preparo dos reagentes, para o Butirato de Sódio (Cayman 

Chemical®) foi preparada uma solução estoque, e mantida a -20ºC sob proteção 

da luz, a uma concentração de 500 mM (molaridade), diluído com água para 

injetáveis da marca (ISOFARMA®). 

 

 
4.5 Ensaio de Concentração Inibitória Mínima (CIM). 

 
 

Os ensaios propostos para este estudo foram baseados nos protocolos 

do BRCAST (Comitê Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos) 

para ensaio de microdiluição em caldo, com adaptações. 

Foram utilizadas placas de 96 poços de fundo chato, contendo meio MH 

caldo inoculado com uma suspensão de células bacterianas a 1 × 105 ufc/mL por 

poço. Cada coluna da placa de 96 poços representa um grupo (controle ou teste) 

e cada linha representa diluição seriada, iniciando na primeira fileira (mais 

concentrado) seguindo para última fileira (menos concentrado). 

 
Para os grupos teste, foram organizados e analisados da seguinte forma: 

 
 

 
Para os pós-bióticos de Lactobacillus foram testadas as 

seguintes concentrações: 

Linha 1 [50% v/v], Linha 2 [25% v/v], Linha 3 [12,5% v/v], Linha 4 [6,25% 

v/v], Linha 5 [3,12% v/v], Linha 6 [1,56% v/v], Linha 7 [0,78% v/v] e Linha 8 

[0,39% v/v]. 

 
Para NaBut foram testadas as seguintes concentrações: 

 
Linha 1 [50 mM], Linha 2 [25 mM], Linha 3 [12,5 mM], Linha 4 [6,25 mM], 

Linha 5 [3,125mM], Linha 6 [1,562 mM], Linha 7 [0,781 mM] e Linha 8 [0,390 

mM]. 
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4.6 Confecção da Placa  Concentração Mínima Inibitória (CIM). 

 
4.6.1  Preparação dos Pós-bióticos de L. reuteri e L. rhamnosus 

 
Na elaboração dos pós-     Lactobacillus spp. foram 

inoculados em um tubo Falcon (GREINER - 50mL), contendo 20 mL de caldo 

MRS com culturas puras e recentemente preparadas. O sistema foi submetido à 

incubação em estufa por um período de 48 horas. Após esse intervalo, na 

ocorrência bem-sucedida do crescimento bacteriano, as amostras foram 

submetidas a centrifugação a 2000 rotações por minuto (rpm) durante 10 

minutos, utilizando a centrífuga TDL80-2B (Arcano®). Posteriormente, o 

sobrenadante resultante foi filtrado por meio de um filtro de membrana estéril 

    m (KASVI) e transferido para outro tubo Falcon estéril 

(GREINER - 50 mL). Após o processo de filtração, os pós-bióticos foram 

armazenados a     

 

 

 

4.6.2  Semeio de Pseudomonas aeruginosa. 
 
 

As bactérias foram semeadas em MH caldo. Foram semeadas de 400 a 

    -15 mL). 

Após o semeio, os inóculos foram incubados em estufa a 37°C por 24h. 
 

 
4.6.3  Ajuste de Pseudomonas aeruginosa na escala de MacFarland. 

 
As espécies bacterianas foram ajustadas utilizando a metodologia de 

espectrofotometria com o Espectrofotômetro BTS 310 (BioSystems® 23, 

Barcelona, Espanha). O equipamento foi calibrado para o comprimento de onda 

igual a 600 nm para leitura da Densidade Óptica (OD), configurado para leitura 

monocromática. As amostras foram acionadas para leitura e diluídas a partir do 

primeiro valor de absorbância em água destilada, até que se chegasse a uma 

absorbância entre 0,075 e 0,085, equivalente a 106 micro-organismos/mL. Após 
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o ajuste de OD, foi realizada outra diluição 1:10 (1mL da diluição bacteriana e 

9mL de água destilada) para a obtenção numérica de 105 micro-organismos/mL. 

 

Figura 3: Esquema prático da metodologia empregada nos ensaios de Concentração Mínima 

Inibitória. Fonte: ARAÚJO, 2024. 

. 
 

 

4.6.4  Planejamento e execução das placas dos pós-bióticos de 

Lactobacillus spp. 

 
Em cada experimento foram confeccionadas: uma para L. reuteri e outra 

placa para L. rhamnosus. A placa de 96 poços possui 12 colunas, sendo cada 

coluna um grupo de Lactobacillus sp., controle de crescimento e controle 

negativo, e cada linha representando um valor da diluição seriada, como 

ilustrado na figura 4 a seguir. 
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Figura 4: Esquema da placa de 96 poços representando o planejamento do experimento com 

pós-bióticos. Fonte: TORQUATI MADEIRA COSTA, 2024. 

 
 

 

Todos os experimentos seguiram os seguintes volumes e 

concentrações: 

Coluna 1: Controle positivo de crescimento (os meios estavam na concentração 

padrão de 1x): 

 Coluna 1, linhas A e B: bactéria + MH (150 µL de MH + 10 µL P. 

aeruginosa); 

 Coluna 1, linha D e E: bactéria + MH + MRS (150 µL de MH + 150 µL 

MRS + 10 µl de P. aeruginosa); 

 Coluna 1, linha G e H: bactéria + MRS (150 µL MRS + 10 µL de P. 

aeruginosa); 

Coluna 3: Pós-bióticos de L. reuteri: 

 
 Coluna 3, linha A: 150 µL de MH + 150 µL de pós-bióticos de L. reuteri 

(diluição seriada), foram retirados 150 µL e transferidos para o 

poço/linha seguinte; 

 Coluna 3, linhas B, C, D, E, F, G: 150 µL de MH + 150 µL de pós- 

bióticos retirados do poço anterior; 
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 Coluna 3, linha H: 150 µL de MH + 150 µL de pós-bióticos retirado do 

poço anterior, homogeneizado e retirado 150 µL e descartado para 

concluir a diluição; 

 Ao final das diluições foi acrescentado 10 µL de P. aeruginosa; 

 O volume final de cada poço foi de 160 µL. 

Coluna 4: Pós-bióticos de L. rhamnosus: 

 
Coluna 4, linha A: 150 µL de MH + 150 µL de pós-bióticos de L. 

rhamnosus (diluição seriada), foi retirado 150 µL e transferido para o poço/linha 

seguinte. 

Coluna 4, linhas B, C, D, E, F, G: 150 µL de MH + 150 µL de pós- 

bióticos retirados do poço anterior. 

Coluna 4, linha H: 150 µL de MH + 150 µL de pós-bióticos retirado do 

poço anterior, homogeneizado e retirado 150 µl e descartado para concluir a 

diluição. 

Ao final das diluições, é acrescentado 10 µL de P. aeruginosa em todos 

os poços. 

O volume final de cada poço foi 160 µL. 

Coluna 12: Controle negativo (150 µL de cada poço): 

Linhas A e B: MH 

 
Linhas D e E: MRS 

 
Linhas G e H: Salina ou água destilada 

 

 
4.6.5 Planejamento e execução das placas de NaBut. 

 
As bactérias foram semeadas em MH caldo. Foram semeadas de 400 a 

500 µL do pré-inóculo de bactéria em 10 mL de meio MH, em tubo falcon 

(GREINER-15 mL). Após o semeio, os inóculos foram adicionados à estufa por 

24h. Após, foram ajustadas a escala de McFarland, até que se alcançasse a 

absorbância entre 0,075 e 0,085, equivalente a 105 micro-organismos/mL ou 
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aproximadamente 105 Unidades Formadoras de Colônia (UFC) por mililitro. 

Como detalhado na figura 5 a seguir. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 5: Esquema da placa de 96 poços representando o planejamento do 

experimento com NaBut. Fonte: Elaboração própria. 

 
 

 

Em cada experimento foi confeccionada uma placa para P. aeruginosa. 

No primeiro poço da coluna 3 foi adicionado 160 µL de água para injetáveis 

(ISOFARMA®), e nos demais poços (B - H) pipetava-se 100 µL de água para 

injetáveis, em seguida pipetava-se no primeiro poço 40 µL de NaBut e depois 

fazia-se a diluição seriada, retirando do primeiro poço (linha A) 100 µL e 

passando para o segundo (linha B) até o último poço (linha H) seguindo diluição 

seriada e descartando 100 µL do último poço para concluir a diluição. Após a 

diluição foi acrescentado em todos os poços 100 µL do master-mix (meio de 

cultivo MH + P. aeruginosa), e incubadas na estufa a 37°C por 24h. 

 

 
Coluna 1: Controle negativo (150 µL de cada poço): 

 
Linhas A e B: água para injetáveis; 

 
Linhas D e E: MH; 

 
Linhas G e H: NaBut (40 µL) + Salina ou água destilada (110 µL); 

 
 

 
Colunas 3 e 4: Realização da CIM com NaBut: 
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 Diluição seriada: Linha A [50 mM], Linha B [25 mM], Linha C [12,5 mM], 

Linha D [6,25 mM], Linha E [3,125mM], Linha F [1,562 mM], Linha G [0,781 

mM] e Linha H [0,390 mM]. 

Coluna 12: Controle de crescimento (MH + P. aeruginosa) 

 
Linhas A a H: MH + P. aeruginosa 

 
 

 
4.7 Leitura das placas por espectrofotometria 

 
Após o período de 24h de incubação, todas as placas foram lidas em 

leitora de microplaca (PerkinElmer EnSpire multimode plate reader ®) com 

método de espectrofotometria, no comprimento de onda de 600 nm, em 

protocolo pré-estabelecido para leitura total da placa as leituras permitiram 

calcular a absorbância da amostra por densidade óptica. 

 

 
4.8 Gráficos e Estatística 

 
Os dados foram analisados com auxílio do programa GraphPad Prism 

(versão 8 para Windows). Os resultados da OD (Densidade Óptica) das curvas 

de crescimento foram inseridos no programa, para confecção dos gráficos. Os 

valores de densidade óptica (600 nm) no eixo Y e valores de concentrações 

(dose-resposta) apresentados em ordem numérica no eixo X. As amostras foram 

testadas para normalidade da distribuição dos dados e as análises estatísticas, 

quando pertinentes, foram realizadas empregando um teste para múltiplas 

comparações, com repetições biológicas do mesmo experimento para 

comprovação dos resultados. 

Os gráficos foram configurados separadamente, quando representando a 

análise individual de cada grupo: CIM1, CIM2 e CIM3, sendo cada CIM uma 

réplica biológica, para os testes com Lactobacillus, e para os testes com NaBut 

grupos CIM1 e CIM2 (duplicata biológica). 

Os gráficos de desvio padrão foram gerados a partir da análise conjunta 

das réplicas biológicas, utilizando a média das OD de cada poço, ou seja, cada 

concentração da diluição seriada gerou três valores de OD. O programa 
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estatístico do GraphPad analisa automaticamente a média entre os valores de 

cada poço e gera o desvio padrão da amostra. 
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5. RESULTADOS 
 

 
5.1 Análise do efeito dos meios sobre o crescimento de P. aeruginosa 

 
Inicialmente, foi avaliado curvas de crescimentos de P. aeruginosa no 

meio MH (próprio para crescimento P. aeruginosa), no meio MRS (próprio para 

crescimento de Lactobacillus spp.) e no meio MH acrescido de 50% do meio 

MRS para Lactobacillus (Figura 6). 

 

Figura 6: Análise do viés dos meios sobre o crescimento de P. aeruginosa. Meios de 

cultivo Mueller Hinton e MRS combinados e separadamente. 

 

 

Conforme se observa no gráfico da figura 6, a combinação de MH e MRS 

permitiu um crescimento melhor de P.aeruginosa (barra cinza), em relação ao 

crescimento em MH somente (barra preta). Portanto, para todos os testes de 

CIM que sucederam, foi considerado o meio MH + MRS (volume de 50% de pós- 

bióticos + 50% de MH) como controle positivo de crescimento. Embora 

também foi usado como controle de crescimento secundário a condição de P. 

aeruginosa no meio MH. O racional para escolha deste modelo de controle se 

deu para evitar vieses de algum efeito inibitório do meio MRS sobre o 

crescimento de P. aeruginosa, o que poderia interferir na análise real dos pós- 
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bióticos, visto que, para essas análises, é necessário adicionar o sobrenadante 

de culturas dos Lactobacillus previamente cultivados no MRS, filtrado e livre de 

células. 

 

 
5.2 Testes CIM para P. aeruginosa: pós-bióticos de L. reuteri. 

 
Os testes realizados com os pós-bióticos produzidos por Lactobacillus 

reuteri obtiveram resultados observados na figura 7 a seguir. Mesmo na 

concentração mais baixa avaliada, de 0,39% v/v, ocorreu diminuição sobre o 

crescimento de P. aeruginosa comparada com à média ponderada do controle 

MUELLER HINTON + 150    

suspensão na escala MacFarland para P. aeruginosa. 
 

Figura 7: Efeito dos pós-bióticos de L. reuteri sobre o crescimento de P. aeruginosa. As 
análises foram realizadas no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade 
óptica (600 nm), o eixo X indica a concentrações seriadas dos compostos analisados. A 
numeração (1-8) no eixo X indica o sentido de concentração dos compostos testados, esses 
valores representam diluição seriada dos compostos analisados (da maior a menor concentração 
sendo: 1 = [50%]; 2 = [25%]; 3 = [12.5%]; 4 = [6.25%]; 5 = [3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 = [0.78%]; 8 = 
[0.39%]. A linha preta representa o controle de crescimento com o meio MH com a presença de 
MRS e P. aeruginosa. A linha laranja representa o controle de crescimento secundário, MH e P. 
aeruginosa. A linha verde representa o grupo teste: pós-bióticos de L. reuteri seguindo diluição 
seriada e P. aeruginosa. Cada gráfico representa uma réplica biológica do estudo. 
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Em todas as réplicas biológicas é possível observar que há um 

crescimento acima do controle secundário, a partir do ponto 3 ou 4 (12,5%; 

6,75% v/v respectivamente). Contudo, em todas as réplicas o crescimento é 

inferior ao controle positivo (linha preta). 

A análise estatística a partir das médias das réplicas biológicas, por 

porcentagem de crescimento em relação ao controle primário, para cada 

concentração avaliada, aponta redução no crescimento de P. aeruginosa de 

92,89% na concentração de 50% v/v (poço 1), na concentração de 25% v/v (poço 

2) houve redução de 75,07% no crescimento, concentração de 12,5% v/v (poço 

3) houve redução de 52,32%, na concentração de 6,25% v/v (poço 4) houve 

redução de 35,05%, na concentração de 3,12% v/v (poço 5) houve redução de 

34,06%, na concentração de 1,56% v/v (poço 6) houve redução de 35,34%, na 

concentração de 0,78% v/v (poço 7) houve redução de 39,14% e concentração 

de 0,39% redução de 42,82%. 

A figura 8 a seguir representa a análise global das médias de cada 

concentração e seus respectivos desvio padrão. É possível observar na análise 

conjunta dos dados os coeficientes de variação entre os experimentos, 

demonstrando haver uma variação próxima entre as concentrações de 50 e 25% 

v/v. Essas concentrações dos pós-bióticos de L. reuteri apresentaram constância 

em seus resultados de redução sobre crescimento da bactéria alvo. O desvio 

padrão do controle demonstrou que houve variação no crescimento de P. 

aeruginosa somente na presença dos meios de cultura. Os gráficos com desvio 

padrão foram confeccionados para permitir analisar a distribuição dos dados, 

visando propor uma observação unificada, e livre de vieses, do fenômeno 

observado. 



43 
 

 

 
 

 
Figura 8: Desvio padrão representando o grau de variação, entre as réplicas biológicas, 
do efeito dose-dependente do pós-bióticos de L. reuteri sobre o crescimento de P. 
aeruginosa. O eixo Y indica a densidade óptica (600 nm), o eixo X indica a concentrações 
seriadas dos compostos analisados O eixo X indica o sentido de concentração dos compostos 
testados, esses valores representam diluição seriada dos compostos analisados da maior a 
menor concentração. A linha pontilhada representa a média global do controle positivo, com 
desvio em seu ponto inicial. As barras representam desvio padrão entre as réplicas biológicas. 

 

 

5.3 Testes CIM para P. aeruginosa Pós-bióticos de L. rhamnosus. 

 
Os testes realizados com os pós-bióticos produzidos por Lactobacillus 

rhamnosus obtiveram resultados observados na figura 9 a seguir. Mesmo na 

concentração mais baixa avaliada, de 0,39% v/v, referente ao oitavo ponto, 

ocorreu diminuição do crescimento de P. aeruginosa comparada com à média 

ponderada do controle de crescimento (linha preta). O controle de crescimento 

é constituí   

para 

P. aeruginosa. 
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Figura 9: Efeito dos pós-bióticos de L. rhamnosus sobre o crescimento de P. aeruginosa. 
As análises foram realizadas no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a 
densidade óptica (600 nm), o eixo X indica a concentrações seriadas dos compostos analisados 
A numeração (1-8) no eixo X indica o sentido de concentração dos compostos testados, esses 
valores representam diluição seriada dos compostos analisados (da maior a menor concentração 
sendo: 1 = [50%]; 2 = [25%]; 3 = [12.5%]; 4 = [6.25%]; 5 = [3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 = [0.78%]; 8 = 
[0.39%]. A linha preta representa o controle de crescimento com o meio MH com a presença do 
MRS e P. aeruginosa. A linha laranja representa o controle de crescimento MH e P. aeruginosa. 
A linha azul representa o teste: pós-bióticos de L. rhamnosus seguindo diluição seriada e P. 
aeruginosa. Cada gráfico representa uma réplica biológica do estudo. 

 

 

Na réplica biológicas CIM1 é possível observar que há um crescimento 

acima do controle secundário, a partir do ponto 2 (25% v/v), enquanto nas 

réplicas CIM2 e CIM3 este mesmo fenômeno só foi observado a partir do ponto 

3 (12,5% v/v). Contudo, em todos os ensaios o crescimento é inferior ao controle 

positivo (linha preta). 

A análise estatística a partir das médias das réplicas biológicas, por 

porcentagem de crescimento em relação ao controle primário, para cada 

concentração avaliada, aponta redução no crescimento de P. aeruginosa na 

ordem de 92,73% na concentração de 50% v/v (poço 1), na concentração de 

25% v/v (poço 2) houve redução de 70,34% no crescimento, concentração de 

12,5% v/v (poço 3) redução de 35,74%, concentração de 6,25% v/v (poço 4) 

redução de 35,6%, concentração de 3,12% v/v (poço 5) redução de 31,41%, 

concentração de 1,56% v/v (poço 6) redução de 34,99%, concentração de 0,78% 
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v/v (poço 7) redução de 37,92% e concentração de 0,39% v/v (poço 8) houve 

redução de 36,50%. 

Na análise conjunta dos dados na figura 10, com os respectivos desvios 

padrão (DP) da amostra, é possível observar os coeficientes de variação entre 

os experimentos. Há uma variação próxima entre as concentrações de 50, 12,5% 

a 0,39%. Contudo, no ponto 2 (25% v/v) houve um DP maior entre as réplicas 

biológicas. O efeito dos pós-bióticos de L. rhamnosus apresentaram constância 

em seus resultados e houve maior redução no crescimento de P. aeruginosa nas 

concentrações de 50 e 25%. Os gráficos com desvio padrão foram 

confeccionados para permitir analisar a distribuição dos dados, visando propor 

uma observação unificada, e livre de vieses, do fenômeno observado. 

 
 
 
 

 

 

 
Figura 10: Desvio padrão representando o grau de variação, entre as réplicas biológicas, 
do efeito dose-dependente do pós-biótico de L. rhamnosus sobre o crescimento de P. 
aeruginosa. O eixo Y indica a densidade óptica (600 nm), o eixo X indica a concentrações 
seriadas do pós-biótico analisado, valores representam diluição seriada dos compostos 
analisados da maior a menor concentração. A linha pontilhada representa a média global do 
controle positivo de crescimento, com desvio em seu ponto inicial. As barras representam desvio 
padrão entre as réplicas biológicas. 

A Figura 10 sinaliza os coeficientes de variação entre os experimentos, 

demonstrando haver uma variação próxima entre as concentrações de 12,5% 
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(poço 3) ao de 0,39% (poço 8), já as concentrações de 50% (poço 1) e 25% 

(poço 2) ficaram bem próximas. As concentrações dos pós-bióticos de L. 

rhamnosus tiveram melhor redução nas concentrações de 50% e 25%. Os 

gráficos com desvio padrão foram confeccionados para permitir analisar a 

distribuição dos dados, visando propor uma observação unificada e mais robusta 

do fenômeno observado. 

 

 
5.4 Testes CIM para P. aeruginosa NaBut. 

 

 

Figura 11: Efeito do NaBut sobre o crescimento de P. aeruginosa, 1ª placa. A análise foi 

realizada no intervalo de crescimento de 24 horas, seguindo o mesmo protocolo de diluição dos 

Lactobacillus spp. O eixo Y representa a densidade óptica (OD 600 nm), o eixo X (1-8) representa 

as diluições seriadas do NaBut, do mais concentrado para o menos concentrado. A linha preta 

pontilhada representa o controle de crescimento, poço que contém apenas P.aeruginosa e MH. 

A linha violeta representa o grupo tratado com concentrações seriadas do NaBut na presença do 

MH: Linha 1 [50 mM], Linha 2 [25 mM], Linha 3 [12,5 mM], Linha 4 [6,25 mM], Linha 5 [3,12 mM], 

6 = [1.56 mM], 7 = [0.78 mM], 8 = [0.39 mM]. O gráfico representa uma réplica biológica com 

duplicata técnica entre poços. 

 

 

Os dados apresentados na Figura 11 indicam que, até o quarto poço, 

correspondente a uma concentração de 6,25 mM, houve redução no crescimento 

de P. aeruginosa. A análise estatística a partir das médias das réplicas técnicas, 

por porcentagem de crescimento em relação ao controle, para cada 

concentração avaliada, aponta redução no crescimento de P. aeruginosa de 

39,73% na concentração de 50 mM (poço 1), na concentração de 25 mM (poço 
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2) houve redução de 38,12% no crescimento, na concentração de 12,5 mM (poço 

3) houve redução de 20,30%, na concentração de 6,25 mM (poço 4) houve 

redução de 9,9%. Portanto, pode-se inferir essa como a menor concentração 

para inibição. Tal comparação dos testes são feitas em referência à média do 

controle de crescimento, o qual foi estabelecido utilizando o meio Muller Hinton 

combinado com P. aeruginosa, conforme a escala de McFarland. 

 
 

 

Figura 12: Efeito do NaBut placa 2 sobre o crescimento de P. aeruginosa, 2ª placa. A análise 

foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas, seguindo o mesmo protocolo de diluição 

dos Lactobacillus spp. O eixo Y representa a densidade óptica (OD 600 nm), o eixo X (1-8) 

representa as diluições seriadas do NaBut, do mais concentrado para o menos concentrado. A 

linha preta pontilhada representa o controle de crescimento, poço que contém apenas 

P.aeruginosa e MH. A linha violeta representa o grupo tratado com concentrações seriadas do 

NaBut na presença do MH: Linha 1 [50 mM], Linha 2 [25 mM], Linha 3 [12,5 mM], Linha 4 [6,25 

mM], Linha 5 [3,12 mM], 6 = [1.56 mM], 7 = [0.78 mM], 8 = [0.39 mM]. O gráfico representa uma 

réplica biológica com duplicata técnica entre poços. 

 
 
 

 

Os dados apresentados na Figura 12 indicam que, até o quarto poço, 

correspondente a uma concentração de 6,25mM, houve uma redução 

significativa de P. aeruginosa. A análise estatística a partir das médias das 

réplicas técnicas, por porcentagem de crescimento em relação ao controle, para 

cada concentração avaliada, aponta redução no crescimento de P. aeruginosa 

de 56,43% na concentração de 50 mM (poço 1), na concentração de 25 mM 

(poço 2) houve redução de 35,04% no crescimento, concentração de 12,5 mM 



48 
 

(poço 3) houve redução de 16,27%, na concentração de 6,25 mM (poço 4) houve 

redução de 7,96%. Portanto, pode-se inferir essa como a menor concentração 

para inibição. Tal comparação dos testes são feitas em referência à média do 

controle de crescimento, o qual foi estabelecido utilizando o meio Muller Hinton 

combinado com P. aeruginosa, conforme a escala de McFarland. 
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6. DISCUSSÃO 
 

 
O papel dos pró-bióticos e, mais recentemente, dos seus 

metabólitos os pós-bióticos , vem sendo explorado em estudos in vitro, que 

primam por elucidar os possíveis mecanismos relacionados aos efeitos 

evidenciados sobre a resposta imunológica, até abordagens promissoras para 

tratamento de cânceres. 

6.1 Lactobacillus sp. & Pós-bióticos 

 
Há na literatura científica uma variedade de estudos investigando, 

particularmente in vitro, os pró-bióticos e seus efeitos sobre saúde humana e 

animal. Estudos em seres humanos demonstraram que espécies de 

Lactobacillus possuem efeitos antialérgicos em pacientes com rinite alérgica, 

reduzindo sintomas nasais e oculares. Esse potencial se deve à sua capacidade 

imunomoduladora, que aumenta a produção de citocinas Th1 e reduzindo 

citocinas Th2 e reduzindo imunoglobulinas relacionadas a alergia (STEINER; 

LORENTZ, 2021). 

Os Lactobacillus também possuem efeito sobre a prevenção do 

envelhecimento humano, pelo seu potencial antioxidante induzido sobre D- 

galactose. O monossacarídeo D-galactose está ligado diretamente no processo 

de envelhecimento por reduzir a atividade enzimática da cadeia respiratória, 

como na síntese de ATP, disfunção mitocondrial e aumento na produção de 

espécies reativas de oxigênio (KUMAR et al., 2022). 

Na microbiota vaginal saudável são encontradas espécies como L. 

crispatus, L. gasseri, L. iners e L. jensenii (CHEE; CHEW; THAN, 2020). Esses 

tipos de microrganismos estão associados na prevenção de invasão de 

microrganismos patogênicos. As espécies como Lactobacillus gasseli e 

Lactobacillus crispatus administradas por via oral possuem efeito na restauração 

da microbiota vaginal (QI et al., 2023). 

Por outro lado, em fase inicial, se encontram os estudos 

empregando/investigando os pós-bióticos. Esses metabólitos produzidos ou 
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procedentes dos pró-   
 

 

Dados demonstram que pós-bióticos conseguiram eliminar células 

tumorais ao modular respostas imunológicas e ativarem citocinas anti- 

inflamatórias e pró-apoptóticas, como TRAIL, interleucina (IL)-10 e TGF-  (KIM; 

KIM; CHO, 2021). 

Embora haja evidências dos efeitos benéficos dos pós-bióticos na saúde 

humana, e tais evidências nortearam a hipótese testada neste estudo, cabe 

destacar que uso desses compostos para controle do crescimento que impeçam 

colonização por patógenos, é ainda escasso. Os poucos estudos que citam 

efeitos antimicrobianos não determinaram concentrações ideais de uso, e nem 

investigaram, por métodos microbiológicos clínicos, a CIM dos pós-bióticos. 

Neste contexto, o presente estudo teve o interesse de avaliar o efeito do 

sobrenadante de cultura (pós-bióticos) das espécies de L. reuteri e L. rhamnosus 

e do butirato de sódio sobre o crescimento de P. aeruginosa, além de determinar 

as concentrações inibitórias mínimas. A escolha das espécies dos lactobacilos 

se deu pelas evidências robustas dos benefícios que esses pró-bióticos 

apresentam na literatura. 

L. reuteri é uma espécie pró-biótica que coloniza diversas partes do corpo 

humano, como a microbiota intestinal, pele, trato urinário e leite materno. Esta 

bactéria produz etanol, reuterina e ácidos orgânicos com atividade 

antimicrobiana, ajudando a eliminar microrganismos patogênicos e melhorando 

a resposta imunológica. L. reuteri também consegue reduzir citocinas pró- 

inflamatórias, o que pode diminuir a inflamação e prevenir a progressão de 

doenças inflamatórias crônicas (MU; TAVELLA; LUO, 2018). 

L. rhamnosus é também uma espécie pró-biótica com propriedades 

antimicrobianas relatadas. Hamad relatou a capacidade antibacteriana de 

suspensões de culturas produzidas a partir de quatro cepas probióticas, incluindo 

L. rhamnosus, L. fermentum, L. delbrueckii subsp. lactis e Pediococcus 

acidilactici, contra Clostridium perfringens (HAMAD et al., 2020). 
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6.2 Análise do efeito dos pós-bióticos sobre crescimento in vitro de P. 

aeruginosa 

Inicialmente, para investigar algum possível efeito dos pós-bióticos sobre 

o crescimento de P. aeruginosa, foi necessário validar as adaptações do 

protocolo do BrCAST empregado. 

A primeira adaptação foi o uso de concentrações variadas, a partir de 50% 

volume por volume, de pós-bióticos presentes no meio de crescimento dos 

Lactobacillus sp., o MRS, acrescidas ao meio de cultivo de P. aeruginosa (MH). 

Os pós-bióticos são liberados no sobrenadante do meio de cultivo (MRS), e este 

meio poderia ser o interferente mais importante na análise dos dados. Destarte, 

foi necessário eliminar o viés de que o MRS teria efeito inibidor sobre 

crescimento de P. aeruginosa. 

Os dados da figura 6 claramente apontam um efeito estimulante do MRS 

sobre P. aeruginosa, haja vista que as bactérias cresceram mais na condição de 

50% de MSR acrescido ao meio MH. Este dado foi inesperado, pois MRS é um 

meio de cultivo específico para Lactobacillus spp., seletivo para microrganismos 

fastidiosos (COX; BRIGGS, 1954). O crescimento melhorado na mistura dos 

meios foi excelente para esta pesquisa, haja vista que qualquer efeito que reduza 

o crescimento na presença do pós-biótico poderia ser atribuído exclusivamente 

à existência de moléculas presentes no filtrado do sobrenadante. 

O uso de sobrenadante de cultura filtrada para obtenção de pós-bióticos 

já havia sido testado em um estudo. Os dados apontam uma inibição significativa 

pelo ácido láctico, a partir do filtrado de culturas das espécies de Lactobacillus, 

sobre o crescimento de bactérias como: Staphylococcus aureus, E. coli, e de 

fungos como: Aspergillus niger e Aspergillus flavus (GEORGE-OKAFOR; 

NWACHUKWU; MIKE-ANOSIKE, 2018). 

Assim, havia evidências sugerindo um papel importante dos pós-bióticos 

como, por exemplo, o ácido láctico e outros, presentes no sobrenadante de 

culturas puras de Lactobacillus sp. Todavia, o uso do sobrenadante total livre de 

células e a determinação de uma concentração inibitória mínima ainda carece 

investigação. 
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6.3 Atividade antimicrobiana dos pós-bióticos de Lactobacillus spp. 

 
Nos testes realizados com os pós-bióticos de Lactobacillus reuteri e 

Lactobacillus rhamnosus, observou-se resultados em todas as concentrações 

testadas até o volume de 0,39%, quando comparados ao controle de 

crescimento com os meios MRS mais o Muller Hinton. No entanto, em 

comparação ao controle utilizando apenas o meio Muller Hinton (controle 

secundário), houve uma redução no crescimento de P. aeruginosa até a 

concentração de 25% v/v. 

Corroborando os dados desta pesquisa, no estudo realizado por Wieërs 

et al. (2021), foi observada uma redução do crescimento de espécies 

bacterianas, incluindo P. aeruginosa. Além disso, o estudo de RAY 

MOHAPATRA et. al., (2019) relatou que bacteriocinas produzidas por espécies 

de Lactobacillus e purificadas pelos métodos de adsorção-dessorção celular, 

cromatografia de permeação em gel e cromatografia de interação hidrofóbica, 

levaram à diminuição do biofilme de P. aeruginosa, utilizando métodos baseados 

em colorimetria. 

Estudos que empregaram sobrenadantes isentos de células de L. 

rhamnosus e L. plantarum evidenciaram a capacidade de inibição do 

crescimento de P. aeruginosa. Adicionalmente, observou-se que essas duas 

espécies de Lactobacillus prejudicaram a formação de biofilmes, um aspecto de 

significativa relevância na colonização por P. aeruginosa. A pesquisa também 

abordou a avaliação de outra bactéria patogênica, Listeria monocytogenes 

(REZAEI; SAEID KHANZADI, 2021). 

Outros estudos também demonstram que determinadas cepas de 

Lactobacillus sp. apresentaram atividade antimicrobiana, como as cepas pró- 

bióticas de L. acidophilus (ATCC 4356) e L. rhamnosus (ATCC 9595), que 

obtiveram resultados contra bactérias patogênicas. Os estudos observaram o 

potencial de inibição mediante variadas técnicas como: fluorescência, 

microscopia eletrônica e métodos in sílico (CARMO et al., 2016; MODIRI et al., 

2020; FERNANDES, 2019). 
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Outro estudo investigando pós-bióticos gerado por espécies de 

Lactobacillus, demonstrou atividade antimicrobiana de acidocina 4356 contra P. 

aeruginosa. Trata-se de um peptídeo antimicrobiano produzido pela espécie 

Lactobacillus acidophilus que possui a capacidade de inibir fatores de virulência, 

provocar a morte do microrganismo e degradar biofilmes (MODIRI et al., 2020). 

Interessantemente, o efeito de pós-biótico sobre outra bactéria gram- 

negativa, K. pneumoniae, demonstrou que L. reuteri e L. rhamnosus exibiram 

atividade antibacteriana contra isolados clínicos dessa espécie. Fedorova et al. 

(2018) observaram que essas espécies de Lactobacillus reduziram em 20% no 

primeiro dia e 86% no segundo dia, o crescimento de K. pneumoniae. O pró- 

biótico L. rhamnosus se destacou devido à indução de hidrolases de 

peptidoglicano, enzimas que desintegram a parede celular bacteriana. 

 

 
6.4 Efeito do Butirato de sódio sobre o crescimento de patógenos 

humanos. 

O butirato é um ácido graxo de cadeia curta (AGCC) com benefícios 

consideráveis para a saúde intestinal e, nos últimos anos, o butirato tem sido 

comumente utilizado como alternativa aos antimicrobianos na produção animal. 

Neste estudo, os resultados obtidos empregando concentrações variadas 

de Nabut apontam para uma redução no crescimento de P. aeruginosa, nas 

concentrações de 50 mM a 12,5 mM. Interessantemente, o estudo de WANG et 

al., (2023) empregando Nabut, demonstrou que larvas de peixe-zebra, pré- 

P. aeruginosa, 

registaram um aumento significativo da sobrevivência em 40% 

 
O butirato de sódio (Nabut) possui potencial inibitório contra alguns 

microrganismos, incluindo aqueles responsáveis por infecções e formação de 

biofilmes em dispositivos médicos, como próteses e cateteres. Tal observação 

pode ter relação com a sua capacidade de atuar como inibidor da histona 

desacetilase (HDAC), provocando alterações na conformação da cromatina e 

interferindo na viabilidade de células planctônicas (CORDEIRO et al., 2019). 
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A inulina e os fruto-oligossacarídeos, ambos pré-bióticos, são 

fermentados para gerar AGCC, principalmente acetato, propionato e butirato, 

presentes no cólon e nas fezes em uma proporção molar aproximada de 

60:20:20. Esses ácidos auxiliam na regeneração do epitélio intestinal (TAKAGI 

citocinas pró-inflamatórias, evitando a ativação do fator nuclear kappa B (NF-  

Em um estudo com camundongos, observou-se uma diminuição na aterogênese 

com o uso de um modelo in vivo de butirato (KASAHARA et al., 2019). 

Quando há um excesso de átomos de carbono disponíveis, as 

bifidobactérias produzem acetato e lactato. A fim de inibir o crescimento de 

Klebsiella oxytoca, cepas como L. acidophilus, Lactobacillus fermentum, 

Lactobacillus paracasei ATCC 335 e Lactobacillus brevis produzem AGCC pela 

lise da parede celular (HIGASHI et al., 2020). Os AGCC trazem diversos 

benefícios para a saúde, incluindo a melhoria da função colônica, a redução do 

pH, além de promoverem a proliferação de células epiteliais e aumentarem o 

fluxo sanguíneo no cólon (MARKOWIAK-   20). 

No estudo de Brandão et al. (2015), o butirato de sódio (NaBut) 

demonstrou efeitos inibitórios significativos contra a levedura patogênica 

Cryptococcus neoformans. Esse resultado foi atribuído à capacidade do NaBut 

de inibir histona desacetilases (HDACs), promovendo modificações epigenéticas 

que induzem alterações fenotípicas específicas no microrganismo, incluindo 

alterações na estrutura da cápsula e outros atributos de virulência do fungo. 

Além de seu potencial antimicrobiano, o NaBut apresenta propriedades 

anti-inflamatórias e regenerativas significativas. FACCHIN et al., (2020) 

evidenciou que a administração oral de NaBut em pacientes com doenças 

inflamatórias intestinais proporciona alívio sintomático. 

6.5 Vantagens dos Pós-bióticos sobre Pró-bióticos: 

 
Os pós-bióticos são estáveis em uma ampla faixa de temperaturas e 

níveis de pH, facilitando sua adição a refeições e componentes antes do 

processamento térmico sem afetar sua eficácia. Os produtores podem se 

beneficiar disso, tanto técnica quanto financeiramente. Eles podem ser 
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empregados em sistemas de entrega, como produtos farmacêuticos e/ou 

alimentos funcionais, pois a quantidade adequada de pós-bióticos pode ser 

gerenciada sob condições de fabricação e armazenamento quando a 

sobrevivência não é o principal fator determinante (RAD et al., 2020). 

Lisados bacterianos contendo proteínas da superfície celular, enzimas, 

peptídeos, metabólitos, neuropeptídeos e ácidos orgânicos menores, como o 

ácido lático, são exemplos de pós-bióticos. A fermentação é a fonte mais comum 

de pós-bióticos na indústria alimentícia. Os pós-bióticos estão naturalmente 

presentes em muitos produtos lácteos, como kefir, kombucha, iogurte e vegetais 

em conserva. Geralmente, os gêneros Lactobacillus spp., Bifidobacterium, 

Saccharomyces, Bacillus, Streptococcus ou Faecalibacterium são 

microrganismos altamente eficazes na produção de pós-bióticos, na forma de 

extratos citoplasmáticos e componentes da parede celular (SOKOL et al., 2008; 

JENSEN et al., 2010; TEJADA-SIMON et al., 1999; ARSHAD et al., 2018). 

Dado ao conjunto de argumentos supracitados, somado ao custo 

econômico da produção de pós-bióticos a partir de alimentos e outras fontes, 

ALÉM da possibilidade de formulações farmacêuticas mais eficazes e de fácil 

acesso a populações socioeconomicamente vulneráveis, esta pesquisa aponta 

novos rumos acerca do efeito dos pós-bióticos sobre uma bactéria de relevância 

crítica, apontada pela OMS como um problema de saúde pública sério e que 

requer estudos e ações de controle. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÃO 
 

 
Os pós-bióticos provenientes de Lactobacillus reuteri e Lactobacillus 

rhamnosus demonstraram capacidade de prejudicar o crescimento de P. 

aeruginosa in vitro, conforme evidenciado pelos ensaios de Concentração 

Inibitória Mínima (CIM), realizados neste estudo. Além disso, o Butirato de sódio 

também exibiu efeito prejudicial ao crescimento in vitro de P. aeruginosa, 

empregando a metodologia de Concentração Mínima Inibitória (CIM). 

Em atenção aos objetivos propostos nesta pesquisa, foi possível 

determinar o efeito e as concentrações inibitórias mínimas que afetam o 

crescimento in vitro de P. aeruginosa. 

Os dados apontam que, na escala de redução de até 50%, as 

concentrações de 50, 25 e 12,5% (v/v) do pós-biótico provenientes de L. reuteri 

foram capazes de reduzir o crescimento de P. aeruginosa em 92,89%, 75,07% 

e 52,32% respectivamente. Sendo essas concentrações com melhores 

resultados. 

Para o pós-biótico de L. rhamnosus foi observado uma redução de 92,73% 

na concentração de 50% v/v, na concentração de 25% v/v houve redução de 

70,34%. As demais concentrações testadas inibiram abaixo de 50% do 

crescimento em relação ao controle primário. 

Já nos testes envolvendo o NaBut, houve redução no crescimento de P. 

aeruginosa nas concentrações de 50 mM, 25 mM, 12,5 mM e 6,25 mM. No CIM 

1 ocorreu redução no crescimento de P. aeruginosa de 39,73% na concentração 

de 50 mM (poço 1), na concentração de 25 mM (poço 2) houve redução de 

38,12% no crescimento, na concentração de 12,5 mM (poço 3) houve redução 

de 20,30%, na concentração de 6,25 mM (poço 4) houve redução de 9,9%. 

Entretanto, no CIM 2 de Nabut houve redução no crescimento de P. 

aeruginosa de 56,43% na concentração de 50 mM (poço 1), na concentração de 

25 mM (poço 2) houve redução de 35,04% no crescimento, concentração de 12,5 

mM (poço 3) houve redução de 16,27%, na concentração de 6,25 mM (poço 4) 

houve redução de 7,96%. 
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Fazendo uma média geral do Nabut, ocorreu inibição de P. aeruginosa de 

48,4% na concentração de 50 mM (poço 1), na concentração de 25 mM (poço 2) 

houve redução de 35,35%% no crescimento, concentração de 12,5 mM (poço 3) 

houve redução de 18,15%, na concentração de 6,25 mM (poço 4) houve redução 

de 8,9%. 

Apesar de a literatura documentar os efeitos positivos dos pró-bióticos e 

do NaBut, observa-se uma lacuna de informações no que tange ao emprego de 

pós-bióticos. Esta pesquisa se torna, então, oportuna não apenas devido à 

abordagem da temática e escolha dos métodos, mas também pela escolha do 

patógeno alvo, haja vista seu importante impacto no tocante à resistência 

microbiana. P. aeruginosa é considerada pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) como um microrganismo de alerta crítico para novas abordagens 

terapêuticas. 

Em conclusão, os dados provenientes deste estudo apontam que os pós- 

bióticos podem emergir como uma estratégia terapêutica não-medicamentosa, 

caracterizada por melhor economicidade e, possivelmente, por se tratar de um 

estrato plural de compostos orgânicos, teria um impacto notavelmente menor 

sobre a seleção de linhagens resistentes em comparação com os 

antimicrobianos atualmente em uso. 

Não obstante, os dados desta pesquisa foram in vitro e ainda não foram 

analisadas as composições dos pós-bióticos investigados. Portanto, são dados 

iniciais que carecem, além de análises in vivo, investigação sobre grupos 

químicos presentes nos pós-bióticos responsáveis pelos efeitos observados. 

Espera-se que, em breve, sejam esses os próximos passos objeto de pesquisa 

do grupo. 
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