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RESUMO

COSTA, Adriane Torquati Madeira. Relagbes desarmodnicas entre micro-organismos:
demonstrando o efeito de pos-bidticos de Lactobacillus sp. e Butirato de Sodio contra
Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas — Faculdade de Ciéncias da Salude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2024.

Introducdo: O aumento alarmante de micro-organismos resistentes a multiplos medicamentos
representa um dos desafios mais criticos para a saude global, conforme indicam estatisticas da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Os antimicrobianos, pilares fundamentais no arsenal
da quimioterapia médica, tém demonstrado eficacia notavel desde o seu advento. Contudo, a
emergéncia de resisténcia microbiana foi observada logo ap6s a introducdo de farmacos
pioneiros, como a penicilina, um fenémeno impulsionado por mutacdes genéticas e pela selecdo
natural, que ameaca a efetividade detes farmacos essenciais. Este desafio desencadeou a era de
pesquisas focadas em entender e combater a resisténcia a antimicrobianos. Atualmente, o
surgimento da pandemia de COVID-19 exacerbou o problema, levando ao aumento de doengas
negligenciadas e de infeccOes secundarias, como as ocasionadas pelas bactérias Klebsiella
pneumoniae e Staphylococcus aureus, particularmente pelo uso indiscriminado de antibioticos.
No contexto geral, a resisténcia bacteriana é um desafio perene, que requer estudos e
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, capazes de mitigar a impacto da selecéo
natural sobre os fatores promotores de resisténcia microbiana. Objetivo: Assim, o0 presente
estudo prop6s avaliar o efeito de pds-bidticos secretados por Lactobacillus spp., e do acido
graxo de cadeia curta, butirato de sédio (NaBut), ambos presentes na microbiota intestinal, para
controle de crescimento de K. pneumoniae e S. aureus. Métodos: Foram realizadas curvas de
crescimento para as bactérias patogénicas, seguindo o protocolo de Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM), padronizados de acordo o Brazilian Antimicrobial Sensitivity Test Committee
(BrCAST) para ensaio de microdiluicdo em caldo. Os Lactobacillus spp. foram cultivados
durante 48h a 37 + 1°C em meio de cultura MRS BROTH. As linhagens de K. pneumoniae e S.
aureus foram cultivadas previamente em aerobiose durante 24h a 37 = 1°C em meio Mueller
Hinton (MH) BROTH. No preparo do pés-bidtico de Lactobacillus spp. foram empregadas
culturas puras e frescas, centrifugadas e posteriormente filtradas com filtro de membrana
estéreis. Os meios para os ensaios de CIM foram MH BROTH acrescidos dos pds-bidticos
especie-especifica de L. reuteri e L. rhamnnosus, e também foi preparado uma solucéo de
estoque de NaBut a 500 mM. Resultados: Os dados deste estudo demonstram reducdo do

crescimento de K. pneumoniae com pdés-biéticos de L. reuteri, L. rhamnnosus de 50% a 0,39%



e para NaBut com reducdo nas concentragGes de 50 mM a 1,56 mM. Em S. aureus com pos-
bidticos de L. reuteri, L. rhamnnosus nas concentracfes de 50% a 0,39% e para NaBut foi
observado reducdo no crescimento de 50 mM a 3,1 mM. Concluséo: Tanto os pos-bioticos de
Lactobacillus spp., quanto o NaBut foram capazes de reduzir o crescimento in vitro de K.
pneumoniae e S. aureus. Os dados apontam para um coadjuvante terapéutico, com
economicidade, reduzindo as chances de selecionar novos micro-organismos resistentes, por

promover uma relacdo desarmonica em decorréncia da competicéo.

Palavras-Chave: Pos-bidticos, L. reuteri, L. rhamnnosus, Staphylococcus aureus, Klebsiella

pneumoniae.



ABSTRACT

COSTA, Adriane Torquati Madeira. Disharmonious relationships  between
microorganisms: demonstrating the effect of postbiotics from Lactobacillus sp. and
Sodium Butyrate against Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus. Dissertacao de
Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia, Brasilia, 2024.

Introduction: The alarming increase in microorganisms resistant to multiple drugs represents
one of the most critical challenges for global health, as indicated by statistics from the World
Health Organization (WHO). Antimicrobials, fundamental pillars in the arsenal of medical
chemotherapy, have demonstrated remarkable effectiveness since their advent. However, the
emergence of microbial resistance was observed shortly after the introduction of pioneering
drugs, such as penicillin, a phenomenon driven by genetic mutations and natural selection,
which threatens the effectiveness of these essential drugs. This challenge sparked an era of
research focused on understanding and combating antimicrobial resistance. Currently, the
emergence of the COVID-19 pandemic has exacerbated the problem, leading to an increase in
neglected diseases and secondary infections, such as those caused by the bacteria Klebsiella
pneumoniae and Staphylococcus aureus, particularly due to the indiscriminate use of
antibiotics. In the general context, bacterial resistance is a perennial challenge, which requires
studies and development of new therapeutic approaches, capable of mitigating the impact of
natural selection on factors that promote microbial resistance. Objective: Thus, the present
study proposed to evaluate the effect of postbiotics secreted by Lactobacillus spp., and the
short-chain fatty acid, sodium butyrate (NaBut), both present in the intestinal microbiota, to
control the growth of K. pneumoniae and S. aureus. Methods: Growth curves were performed
for pathogenic bacteria, following the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) protocol,
standardized according to the Brazilian Antimicrobial Sensitivity Test Committee (BrCAST)
for broth microdilution assay. Lactobacillus spp. were cultivated for 48h at 37 + 1°C in MRS
BROTH culture medium. The K. pneumoniae and S. aureus strains were previously cultivated
aerobically for 24h at 37 = 1°C in Mueller Hinton (MH) BROTH medium. In the preparation
of the postbiotic from Lactobacillus spp. pure and fresh cultures were used, centrifuged and
subsequently filtered with a sterile membrane filter. The media for the MIC assays were MH
BROTH plus species-specific postbiotics from L. reuteri and L. rhamnnosus, and a stock
solution of 500 MM NaBut was also prepared. Results: The data from this study demonstrate

a reduction in the growth of K. pneumoniae with postbiotics from L. reuteri, L. rhamnnosus



from 50% to 0.39% and for NaBut with a reduction in concentrations from 50 mM to 1.56 mM.
In S. aureus with postbiotics from L. reuteri, L. rhamnnosus at concentrations of 50% to 0.39%
and for NaBut, a reduction in growth was observed from 50 mM to 3.1 mM. Conclusion: Both
postbiotics from Lactobacillus spp. and NaBut were able to reduce the in vitro growth of K.
pneumoniae and S. aureus. The data point to a cost-effective therapeutic aid, reducing the
chances of selecting new resistant microorganisms, by promoting a disharmonious relationship

as a result of competition.

Key words: Postbiotics, L. reuteri, L. rhamnnosus, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae.
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1. Introducéo

A Medicina experimentou uma significativa transformacdo mediante a introducao dos
antimicrobianos, representando um notavel avanco no campo biotecnolégico. Esta inovagao
permitiu a salvacdo de inumeras vidas ao abordar infeccGes previamente consideradas
potencialmente fatais, concomitantemente promovendo melhorias substanciais na qualidade de
vida de milhdes de individuos afetados por tais enfermidades. O tratamento farmacolégico, uma
vez iniciado, manifesta-se eficaz na atenuagcdo dos sintomas em curto prazo, contrapondo-se
aos efeitos prejudiciais dos patdgenos (WANG et al., 2020).

Contudo, como o0 uso crescente de antimicrobianos se tornou indiscriminado, resultando
em aceleracdo de processos de selecdo natural que geram resisténcia aos medicamentos,a
resisténcia bacteriana tem se tornado uma ameaca a eficicia destes farmacos, através da
capacidade de tais micro-organismos driblarem o ambiente proposto a ser microbicida, e
sobreviverem as concentracfes dos farmacos que sdo potencialmente eficientes contra
organismos de uma mesma espécie (ALOS, 2015).

A resisténcia aos antibioticos pode ser definida como um mecanismo de adaptacdo dos
micro-organismos, que devido a mutagcfes nos genes ou obtencdo de genes de resisténcia que
conseguem sobreviver a presenca do farmaco. Esses fendbmenos podem ocorrer devido a
diversas alteragGes no sitio de a¢do do farmaco ou uma consequente inativacao ou obliteracdo
decorrente a aquisi¢do de genes de resisténcia. Enquanto processo de elaboracdo de um novo
farmaco é demorado decorrente a sua complexidade, o mecanismo de resisténcia €
demasiadamente acelerado, carecendo assim que novas investigacfes com foco ao combate a
resisténcia se tornem prioridade diante do cenario alarmante (CUSSOLIM et al., 2021).

As infeccBes multirresistentes sdo consideradas pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) um grave problema de satde publica mundial, tornando-se prioridade dado ao alarmante
crescimento no nimero de casos clinicos e maior frequéncia na ineficiéncia dos farmacos. De
acordo com esta projecdo, a OMS prevé uma crescente e exacerbada resisténcia bacteriana a
curto prazo. Anualmente as infeccBes resistentes a medicamentos j& causam pelo menos
700.000 mortes, incluindo 230.000 mortes por tuberculose multirresistente (IACG, 2019). Em
um cenario mais ameacador, se nenhuma acgédo for tomada, estima-se cerca de 10 milhdes de
mortes anuais até 2050, sendo que 2,4 milhdes de pessoas poderdo vir a 6bito em paises de alta
renda entre 2015 e 2050 (ref?).
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Um dos principais fatores, se ndo o principal, responsavel por este cenario alarmante da
OMS, é a pratica do uso empirico de antibidticos, sem embasamento em evidéncias cientificas.
A OMS relata que a resisténcia aos antimicrobianos pode ser considerado como uma das 10
maiores preocupacdes e ameacas a satde em amplitude global (ARTUS, 2019).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) relatou que em vista da
crescente porcentagem de resisténcia aos antimicrobianos, pode-se observar em sua extensao
danos a saude populacional, em que tais infec¢des sdo notorias e ameagam o quadro do paciente,
seja ele imunodeprimido, ou esteja momentaneamente exposto por algum procedimento
realizado em ambiente hospitalar, onde essas bactérias oportunistas se instalam e contaminam
0 ambiente, posteriormente infectando o individuo. Os danos incluem aumento do risco de
evolucdo para obito, invalidez, maior necessidade de atencdo da equipe médica, levando ao uso
imprescindivel de antibioticos alternativos e de custo mais elevado (ANVISA, 2022; YUKI
MURAI et al., 2022).

A pandemia da COVID-19 foi um importante coadjuvante que favoreceu o aumento da
resisténcia aos antibidticos. A propagacdo de fake news por meio da internet foi um dos
principais fatores para estimular o uso de diversos farmacos pela populacdo, incluindo
antibioticos sem nenhuma comprovacdo cientifica. Um estudo realizado no Distrito Federal,
com foco em resisténcia antimicrobiana, na faixa etaria de maiores que 70 anos, demonstrou
que 50% dos entrevistados apresentaram ma orientacdo e relaram mau uso dos antibidticos.
Destes, 15% relataram ja terem sido acometidos por micro-organismos resistentes e 9,1%
afirmam terem utilizado antibidticos para tratar o virus responsavel por causar a COVID-19
(GALVAO et al., 2023).

Neste contexto, a crescente propagacdo de Klebsiella pneumoniae multirresistente
(MDR) é uma intimidadora ameaga & saude mundial, por causar além de danos nocivos a satde
do hospedeiro, e promover complicagdes pelo uso de antibiéticos como as polimixinas, que sao
neurotoxicas, nefrotoxicas e ototoxicas (ABDELHALIM et al., 2022).

Em meados da década de 1960 disseminou-se a variante Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), que a partir dai se tornou uma das principais bactérias de
interesse médico, por se tratar de uma das causas de infecgdes hospitalares de maior
preocupacdo. Os paises de maior prevaléncia estdo localizados na América, com énfase no
Brasil, que esta entre os paises com maior nimero de casos. O diagnostico microbioldgico pode
variar de acordo com a necessidade de cada individuo, assim podem ser encontrados em
amostra de secrecdo purulenta, tecidos ou sangue, quando ha suspeita de infeccdo ou swabs

nasais e de garganta em individuos assintomaticos. A partir do diagnostico € possivel tracar
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qual alternativa melhor se aplica a descolonizacdo do MRSA em cada quadro clinico e momento
da infeccdo (LEE et al., 2018).

No fluxo inverso do conhecimento patogénico sobre alguns micro-organismos, a
utilizacdo de microbios com capacidade antimicrobiana empregados na prevencdo de doencas
vém sendo aplicada desde as civilizagGes mais antigas, quando foi possivel observar a eficécia
de emplastos feitos de pdo mofado, para auxiliar na cicatrizagao de feridas na antiga Sérvia,
Egito, Grécia e China. Esse método impedia a complicacdo dos quadros dos feridos e uma
possivel infeccdo bacteriana grave (ANJOS; GOES, 2023; NUNES, 2023).

Por outro lado, os micro-organismos s&o 0s seres vivos mais antigos do planeta e vivem
em relagGes ecologicas com o0s animais desde seu surgimento. Por exemplo, o trato
gastrointestinal é colonizado por uma multiplicidade de micro-organismos que sdo cruciais para
a manutencao da vida, que auxiliam no sistema imunitario e previnem a instalacédo de patdgenos
oportunistas, como o fungo Candida albicans, parte natural da microbiota saudavel, mas que
se apresenta como patégeno, em situacdes de imunodeficiéncia do hospedeiro, podendo causar
um estagio infeccioso conhecido popularmente como candidiase, e até alcancar o sistema
sanguineo, ocasionando infec¢bes mais graves como Candidemia ou Candidiase hematogénica
(OLIVEIRA; CAVALCANTE; RIBEIRO, 2021).

Um novo conceito de micro-organismos que sugerem beneficios ao organismo é
elucidado a cada nova pesquisa com a tematica de utilizar o que ja esta disponivel na microbiota
de cada sitio anatbmico, portanto, a comunidade cientifica tem proposto um aprofundamento
técnico-conceitual que descreva detalhadamente os componentes dos prébidticos, probioticos e
mais recentemente, pds-bidticos. Os probioticos sdo importantes para a homeostase deste
sistema, entretanto, o seu papel determinante se da pelo estimulo a resposta imunitaria que
possibilita seu uso na prevencgéo e tratamento de diversas patologias, 0 que sugere para 0S
pesquisadores uma possibilidade de investigar tais beneficios e utilizar para buscar novas
medidas em combate a essas infecgdes (LARANJEIRA, 2020).

No cenario atual do século 21, os cientistas e a populacdo como um todo tem
considerado os beneficios dos alimentos funcionais, aqueles capazes de produzir metabdlitos
responsaveis por promover salde e auxiliar na nutricio de uma forma incomum, estdo
associados a reforcar a saude por meio da alimentacdo e ndo promover a cura de doencas
(OLIVEIRA et al., 2002).

Inicialmente, 0s probioticos e prebidticos eram mencionados apenas quando se tratava
de microbiota intestinal. Atualmente, com os estudos avancados a respeito de seus beneficios,

e com seu potencial de mercado empregado para consumo sem necessariamente estar ligado a
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uma patologia e sim a manutencdo e promog¢do de uma microbiota saudavel, pode-se afirmar
que sua atividade ndo esta obrigatoriamente agregada a bactérias vidveis. Destarte, as pesquisas
concluem que a eficacia dos probioticos podem estar ligadas a células, metabolitos, lisados
celulares e que esses produtos sdo entdo, classificados como pds-bidticos de acordo com o
International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP). Diversos ensaios
podem induzir a producao dos pés-bioticos, e em seguida os beneficios do sobrenadante podem
ser investigados, e seus componentes isolados e analisados separadamente ou em conjunto,
promovendo o inicio de novos estudos (LIANG; XING, 2023).

Na natureza existem relagdes ecoldgicas entre os seres vivos denominadas harmdnicas
e desarmonicas. A competicdo por nutrientes e territorio é a premissa postulada por Herbert
Spencer e mais tarde explorada por Charles Darwin: sobrevivéncia do mais apto, ou conceito
relativo a competicdo pela predominancia (DARWIN, 2001).

Tal competi¢do ocorre em todos os nichos ecoldgicos, seja em um macroecossistema
(oceanos e florestas, por exemplo) ou microecossistema (microbiota da pele, intestino, por
exemplo) (WAGNER; JOHNSON, 2012).Para um organismo ter completa harmonia, se faz
necessario que haja equilibrio entre os micro-organismos benéficos, de defesa, oportunistas e
patdgenos. Assim, em perfeito equilibrio se estabelece uma homeostase. Seguindo este racional
e somando aos esforgos para atender ao apelo da OMS, pesquisadores em todo mundo vem
estudando eventos relacionados a biologia dos micro-organismos patogénicos e suas interacdes
parasito-hospedeiro, o que desde os primdérdios da descoberta da penicilina conduz as novas
abordagens terapéuticas (PETROVA et al., 2015).

A interacdo inter e intra espécies pode revelar formas de lidar com a resisténcia do
micro-organismo, modular positivamente efeitos benéficos no hospedeiro diminuindo a
colonizag&o por patogénicos resistentes (PANIAGUA et al., 2021).

O butirato de sodio (NaBut) é um Acido Graxo de Cadeia Curta (AGCC) produto da
fermentacdo de bactérias probidticas presentes no colon, a partir de fibras alimentares nédo
digeridas (FURUSAWA et al., 2013). O butirato apresenta propriedades anti-inflamatérias e
anticancerigenas, além de seu papel como modulador epigenético em fungos patogénicos
(BRANDAO et al., 2015).

A literatura descreve o NaBut como pds-bidtico, por ser um subproduto gerado a partir
de probidticos e por ter influéncias benéficas no organismo (HUANG, 2021). Entretanto, ha
autores que descrevem o Nabut como prebidtico, que atenua a barreira do epitélio intestinal e
combate patégenos oportunistas (BEISNER et al., 2021).
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Dessa forma, este projeto propds avaliar os beneficios das rela¢fes entre produtos de
Lactobacillus e micro-organismos resistentes, com a finalidade de observar a atividade
antimicrobiana e/ou microbiostatica do pos-biotico de Lactobacillus e do butirato de sédio
(NaBut), investigando um potencial terapéutico contra K. pneumoniae e S. aureus, que estao

atualmente entre as bactérias resistentes de maior interesse clinico.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito de produtos secretados por Lactobacillus spp. e do acido graxo de
cadeia curta butirato de sodio, presentes na microbiota intestinal, sobre crescimento de K.

pneumoniae e S. aureus.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito dos po6s-bidticos de Lactobacillus spp. sobre crescimento de K.
pneumoniae.

Avaliar o efeito dos p6s-bidticos de Lactobacillus spp. sobre crescimento S. aureus.

Investigar efeito do acido graxo butirato de sddio (NaBut) sobre crescimento de K.
pneumoniae.

Investigar efeito do &cido graxo NaBut sobre crescimento de S. aureus.

Determinar a Concentracdo Minima Inibitoria (CIM) dos pds-bioticos de Lactobacillus
spp. sobre o crescimento de K. pneumoniae e S. aureus.

Determinar o CIM de NaBut sobre o crescimento de K. pneumoniae e S. aureus.
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3. Revisdo da Literatura

3.1. Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa oportunista, anaerobia facultativa,
geralmente encontrada em ambiente hospitalar (WYRES; LAM; HOLT, 2020). A infecgéo por
esse patdgeno pode acometer o trato urinario, respiratorio e o sistema hematopoiético e causar
abcessos, meningite, infeccdo urinaria, pneumonia e sepse. Quando adquiridas em ambiente
hospitalar, as infecgOes geralmente estdo associadas aos cateteres, que sao porta de entrada para
gue 0 micro-organismo consiga acessar a corrente sanguinea que possui conexao com todos 0s
sistemas (CLEGG; MURPHY, 2016).

A partir do surgimento dos antibioticos, K. pneumoniae tornou-se uma das bactérias de
interesse hospitalar com maior frequéncia de infeccdes, sendo comumente encontrada em
pacientes imunocomprometidos. Esse patdgeno possui prevaléncia em diversos paises,
ressaltando ainda mais a necessidade de terapias eficazes para sua descolonizacdo. Em
Singapura as taxas de mortalidade chegam a 26%, notavelmente elevadas, e a prevaléncia dessa
variante multirresistente sinaliza a rapida disseminacdo geografica no pais (WANG et al.,
2020).

A infeccdo por K. pneumoniae pode acometer todas as faixas etarias, no entanto,
recém-nascidos, idosos e imunocomprometidos estdo no grupo de risco (HIGHSMITH;
JARVIS, 1985). A K. pneumoniae produtora de Carbapenemase (KPC), é uma das maiores
preocupacOes no ambiente hospitalar, devido a multiplicidade de antibidticos aos quais possui
resisténcia. No Brasil, os primeiros casos de KPC ocorreram em 2006, em pacientes internados
em uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI), a partir dai a variante passou a ser frequentemente
isolada em ambiente hospitalar (FRANCHINI; COSER, 2016).

A cépsula de K. pneumoniae é um de seus principais fatores de viruléncia, suas funcdes
foram delineadas com a finalidade de entender a interacdo patdégeno-hospedeiro (PACZOSA,;
MECSAS, 2016). A céapsula é capaz de fornecer ao patdgeno: protecdo contra as respostas
imunolodgicas do hospedeiro, evitando que ocorra fagocitose, opsonizacao, reconhecimento dos
peptideos antimicrobianos como a lactoferrina, bloqueio da acdo do sistema complemento
evitando interacGes de C3 com a membrana, e bloqueio na ativacdo dos anticorpos especificos.
Entretanto, a preservacdo da bactéria através da capsula tende a ser defensiva e ndo ofensiva
(ZHU etal., 2021).
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Figura 1- Funces da capsula de K. pneumoniae

25
Fatores de viruléncia promovidos pela capsula: " '
- /
\ ol /
—
e )
»., IBloquela a  acdo de  peptideos
»PI

opsonizagao,
4. Reduz a resposta imune,

LW antibacterlanos, - _—
2 Evita fagocitose. / -
a 5 Bloquela a interacdo de componentes \ ; ; - ]
do complemento, evitando a lise o e =

Cépsula K. pneumoniae
Fonte: Elaboracéo propria

Segundo dados da ANVISA, em 2019 K. pneumoniae destaca-se como a segunda
bactéria com maior percentual de resisténcia microbiana, 48,66% do total de casos, e 0 micro-
organismo com a maior quantidade de isolados do Brasil com 3125, e também do Distrito
Federal com 87 casos. Em 2022, K. pneumoniae obteve a maior quantidade de isolados de UTI
adulto do Brasil com 5504 casos e 54,92 % de percentual de resisténcia (ANVISA, 2022).
Esses dados demonstram que o percentual de resisténcia apesar de oscilar, ndo apresenta
reducdo significativa para S. aureus e apresentou aumento para K. pneumoniae, deixando em
aberto a necessidade de aprofundar as investigacdes acerca deste micro-organismo.

Conforme as investigacoes, foram evidenciados 68,11% de resisténcia antimicrobiana
a cefalosporina de terceira e quarta geracao, e 51,78% a carbapenémicos (ANVISA, 2019).
Apesar do antibidtico Tigeciclina ter sido desenvolvido com um alto teor de eficécia e acdo de
amplo espectro (WANG et al., 2020), no qual maioritariamente os isolados de K. pneumoniae
sdo sensiveis, observou-se anteriormente uma diminuicdo na susceptibilidade em que a
concentracdo inibitéria minima (CIM) em alguns isolados era superior a 1 pg/mL. Foi
observado que uma série de mutagdes espontaneas resultou nessa perda’ de sensibilidade e,
consequentemente, no aumento da resisténcia deixando em aberto a necessidade de aprofundar
as investigacdes acerca deste micro-organismo (JONES et al., 2009).

Ha evidéncias de que além de infectar os humanos e demonstrar um perfil de resisténcia,
K. pneumoniae também pode infectar animais domésticos, sendo frequentemente encontrada é
considerada uma das espécies mais prevalentes e isoladas nesse grupo de animais. Apesar de
sua importancia, ha caréncia de estudos nessa tematica. Apos ser isolada em alimentos, K.

pneumoniae demonstrou ndo se limitar apenas ao ambiente hospitalar. Um estudo realizado na
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China, investigou a presenca da bactéria em alimentos comercializados no varejo,
disponibilizados para a populacdo, onde foi possivel analisar que a presenca do patdgeno com
perfil de resisténcia bem definido como K. pneumoniae, evidencia uma ameaca a salde da
populacdo e reforca a necessidade de rastreio da bactéria em alimentos (ZHANG et al., 2018;
ARAUJO et al., 2023).

3.2.  Staphylococcus aureus

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva que pode fazer parte da microbiota da pele de
humanos. Entretanto, em determinadas situacGes essa bactéria pode transitar de micro-
organismo comensal para patdégeno, desencadeando infec¢fes das mais simples como espinhas
e furdnculos as mais graves como meningite (IRAZOQUI et al., 2010)

Por se inserir em diferentes cenarios, S. aureus ¢ um micro-organismos com excelente
potencialidade investigativa, logo um bom candidato aos estudos clinicos, visto que, pode ser
comensal, colonizadora assintomatica ou sintomatica, oculta ou patoldgica, a depender da
susceptibilidade do hospedeiro e da interacdo do organismo com a bactéria. Todo invasor
desperta uma resposta imunologica. Com S. aureus, devido a variedade de fatores de virulencia,
tal reacdo protetora do organismo é prejudicada e reduzida, por essa razdo, o organismo se
torna vuneravel a infecgdes recorrentes com curtos ou longos intervalos (HOWDEN et al.,
2023).

Geralmente, as infec¢des causadas por S. aureus iniciam a partir de uma colonizagao
assintomatica, onde a bacteria se aloja no corpo, multiplica-se e posteriormente inicia a fase
sintomatica. Comumente, o patdgeno é adquirido em ambiente hospitalar, onde a contaminacgéo
pode ocorrer por contato com objetos contaminados, ou colonizar o corpo de forma temporaria
ou permanente, em vias externas até que haja uma oportunidade de infectar o organismo. As
cavidades nasais sao convencionalmente o local onde S. aureus se aloja, poréem também pode
ser encontrada na pele e até mesmo na mucosa intestinal. Um estudo feito em um grupo de 30
pacientes, observou que a colonizagdo permanente ocorre em 10% do total dessa populagdo
(ACTON et al., 2009;CHEUNG; BAE; OTTO, 2021).

Uma das primeiras bacterias contidas por antibioticos foi S. aureus, a partir do marco
histdrico da descoberta da penincilina, entretanto apos sua habilidade de se adaptar, mutar e

resistir, tornou-se uma das espécies bacterianas de maior interesse clinico e tema para diversos
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estudos com foco no combate de sua disseminacao, visto que, o género Staphylococcus possui
mais de 33 espécies, dentre elas 17 podem acometer humanos (SANTOS et al., 2007).

As cepas de S. aureus ndo sdo consideradas fastigiosas, uma vez que, sdo capazes de se
desenvolver em diversificados meios de cultura em caldo ou agar, com pH = 7 em temperaturas
proximas a 37°C. Apos se expor a essas condigdes climaticas, em aproximadamente 18 horas
é possivel observar suas coldnias, que se apresentam com coloracdo amarelo-dourado/amarelo-
ouro ou acinzentado. Um relevante meio de cultura para S. aureus € o manitol-sal, devido a
capacidade de aureus fermentar o manitol, e com isso produzir acido latico, ja no agar sangue
apresenta-se frequentemente com um halo de B- hemdlise em torno das col6nias. Outra forma
de identificacdo é na presenca de 7,5% de cloreto de sddio (NaCl), que induz a producédo de
coagulase, onde confirma sua espécie devido a presenca da enzima (SANTOS et al., 2007).

Diferentes estudos se dedicam a compreender o comportamento de Staphylococcus
aureus MRSA, pois suas variantes evolutivas necessitam de atengdo priméaria devido a ndo
existéncia de tratamento alternativo em combate a essa variante bacteriana. J4 em meados de
1961, observou-se que S. aureus apresentou resisténcia ao antibidtico de escolha para
tratamento de infec¢Bes ocasionados por essa bactéria, a meticilina (MRSA - no Brasil:
oxacilina ORSA); tal fato ocorreu logo apds adquirir de resisténcia a penicilina (ENRIGHT et
al., 2002).

A escolha de qual antibiotico serd utilizado varia de acordo com os testes de
susceptibilidade realizados anteriormente no inicio do tratamento, tal recomendac&o, se da, pela
quantidade de farmacos nos quais as espécies estafilocdccicas adquiriram resisténcia. Um dos
principais fatores de viruléncia da S. aureus é a presenca da proteina A (SpA: Staphylococcal
protein A), a SpA é uma proteina de superficie capaz de realizar ligacGes covalentes com o
peptideoglicano na parede celular bacteriana. Quando o S. aureus esta sendo cultivado in vitro
a SpA é liberada no meio. A SpA possui uma camada Unica polipeptidica com quatro residuos
de tirosina expressos em sua superficie, que especificam sua atividade principal como fator
de viruléncia. Um dos mecanismos descritos ocorre pela capacidade da proteina realizar o
sequestro dos anticorpos, inativando seu sitio de ligacdo e impossibilitando estes anticorpos de
se comuniquem com as células fagocitérias, consequentemente diminuindo a resposta imune
(CUSSOLIM et al., 2021).
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Figura 2 - Mecanismos de evasdo imunitaria mediada por SpA
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Legenda: No painel superior esquerdo ocorre a demonstracdo de duas vias do SpA (formato de lua vermelho)
presente na superficie de S. aureus (SA), 0 SpA que é secretado livremente e liga-se a regido Fc do anticorpo
(Ab), evitando assim a fagocitose normal (painel inferior direito), ou permanece na superficie do S. aureus e
também liga-se a regido Fc do anticorpo. Alternativamente, SpA liga-se as regides Fab do receptor de células B
(painel inferior esquerdo), que induz a morte de células B e impede a producdo de anticorpos especificos para S.
aureus consequentemente diminuindo a fagocitose. Ag (antigeno); PMN (leucécito polimorfonuclear)
(KOBAYASHI; DELEO, 2013).

Fonte: Adaptado de KOBAYASHI; DELEO, 2013

Devido a habilidade de expressar um conjunto bem-adaptado de fatores de viruléncia,
que garantem sucesso das infeccdes em hospedeiros susceptiveis (SANTOS, et al., 2007), bem
como a aquisicdo de genes de resisténcia aos antibioticos de uso padrdo, S. aureus se tornou
um dos maiores problemas de satde publica, necessitando de monitoramento e protocolos de
eliminacdo e controle de disseminagé@o nos casos de MRSA (ARTUS, 2019).

MRSA assumiu um importante papel nas pesquisas em todo mundo. Dado que, a
frequéncia que causa infeccGes em ambiente hospitalar, vem aumentando aceleradamente. Em
casos comuns € possivel constatar a presenca de MRSA em bacteremias, infe¢fes no sistema
respiratorio, inflamacgdes Osseas e até osteomielite caso evolua para um quadro clinico grave
(CHALMERS; WYLAM, 2020).

Existe uma limitacdo aos tratamentos que concernem MRSA, entretanto, essa vertente
da pesquisa vem recebendo mais atencdo dos pesquisadores em diversas partes do mundo,
empenhados em desenvolver um novo antibidtico capaz de combater 100% esse micro-
organismo ou auxiliar na descolonizacdo em grande escala. O entendimento completo dos
mecanismos de MRSA, suas vias de contaminacdo, infeccdo e contagio, além da investigacao
dos fatores de viruléncia até o detalhamento dos fatores de risco, sdo importantes variantes na

busca incessante por um farmaco eficaz, assim como a elucidagdo de novas alternativas, como
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as vacinas, que podem se tornar uma medida profilatica e de controle de casos (LEE et al.,
2018).

Um estudo realizado no Brasil visando isolar Salmonella spp, Escherichia coli e S.
aureus em carnes bovinas, detectou a presenca de S. aureus em 25, 35% das amostras, com 0
perfil de resisténcia delineado, demonstrando resisténcia a penicilina, tetraciclina e clorafenicol
com 62,5%, 18,75% e 6,25% respectivamente (BIER et al., 2022). Em um estudo seguindo a
mesma tematica, NAAS et al., detectaram a presenca de S. aureus em 35, 5% das amostras de
carne bovina selecionadas para o estudo. Esses dados atestam a imprescindibilidade de elucidar
novas abordagens terapéuticas para auxiliar na descolonizacgdo de S. aureus, e o carecimento de
pesquisas focadas na industria alimentar (NAAS et al., 2019).

De acordo com os dados epidemiologicos mais recentes disponiveis no Brasil, em 2019
S. aureus ocupou a 3° posi¢do em numero de isolados resistentes em pacientes. Houve 2449
casos de infec¢des em adultos, dos quais 59,1% foram resistentes a oxacilina e 3,9% resistentes
a vancomicina (ANVISA, 2019). Em relagéo ao Distrito Federal, mais de 19% dos isolados
clinicos sdo resistentes a oxacilina. Os dados sdo preocupantes e acendem um alerta acerca do
uso indiscriminado de antibidticos, que aceleram e promovem selecdo de linhagens resistentes.
Seguindo este racional, hd uma regido cinzenta na medicina no tocante a discussao sobre
descolonizar ou ndo pacientes assintomaticos portadores de MRSA, por essas alternativas
disponiveis, na atualidade, poderem acarretar mais pressao seletiva no surgimento de linhagens
resistentes (NOGUEIRA et al., 2023).

3.3. A microbiota intestinal

A microbiota intestinal € uma das principais do corpo humano, composta em sua maioria
por uma multiplicidade de bactérias anaerdbias, sendo comumente encontrado: Bacteroides
spp., Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Eubacterium spp.,
Fusobacterium spp., Peptostreptococcus spp., € Ruminococcus. Ela possui capacidade de
manter milhdes de micro-organismos vivos convivendo em perfeita harmonia. Esse fenbmeno
de homeostase, ocorre devido a uma adaptacdo do organismo ao reconhecer o que € patogénico
e viabilizar a resposta imune imediata, por esse fator é possivel afirmar que o intestino é um
microssistema independente de outras partes do corpo. A maior diversidade bacteriana esta
localizada no intestino, devido a isso, reitera-se que qualquer desequilibrio local, pode
ocasionar impactos em todo o organismo (FAN et al., 2019).


https://www.sinonimos.com.br/imprescindibilidade/
https://app.powerbi.com/view?r=eyJrIjoiZjQ5ZDhjZmEtNDdhOC00MDk3LWFiNDEtNzg0MmE4MmE2MjlhIiwidCI6ImI2N2FmMjNmLWMzZjMtNGQzNS04MGM3LWI3MDg1ZjVlZGQ4MSJ9&pageName=ReportSectionac5c0437dbe709793b4b
https://app.powerbi.com/view?r=eyJrIjoiZjQ5ZDhjZmEtNDdhOC00MDk3LWFiNDEtNzg0MmE4MmE2MjlhIiwidCI6ImI2N2FmMjNmLWMzZjMtNGQzNS04MGM3LWI3MDg1ZjVlZGQ4MSJ9&pageName=ReportSectionac5c0437dbe709793b4b
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Hé evidéncias de que existe uma associacdo caracteristica entre as atividades cerebrais
e o intestino, e que ambas se comunicam e influenciam uma a outra. O sistema nervoso central
(SNC) assume um desempenho fundamental para a manutencdo da vida, qualquer falha ou
desequilibrio razoavelmente consideravel, pode comprometer todo o funcionamento do
organismo. A depender da desarmonia nas atividades intestinais, as mesmas podem impactar
diretamente no funcionamento do SNC. As interacOes entre a microbiota intestinal e 0 SNC é
pauta para diversos estudos, que visam elucidar detalhadamente as vias metabolicas de conexao
entre os dois sistemas (NAUFEL et al., 2023).

O mecanismo que favorece essa comunicacdo € chamado eixo-cérebro-intestino-
microbiota, a microbiota intestinal é sensivel a diversos fatores alguns deles sdo: temperatura,
qualidade de sono, faixa etaria, variagdes climaticas, uso de medicamentos e estresse. Esses
fatores, exceto a idade, quando estdo em condicdo de desequilibrio para com a salde da
microbiota, sdo capazes de gerar doencas fisicas ou desencadear distlrbios psicolégicos.
Investigar estratégias de fortalecimento da microbiota intestinal se faz cada vez mais necessario
(NAUFEL et al., 2023).

Diversos processos fisioldgicos e patologicos dependem de uma microbiota saudavel.
Em pessoas saudaveis, sem doencas ou limitacdes fisioldgicas, esse processo de manutencdo
das microbiotas do corpo ocorre de forma natural, uma vez que o sistema imunitario realiza
essa funcdo. Em pessoas imunodeprimidas e/ou em condicao patologica esse mecanismo nédo
ocorre sem auxilio de fa&rmacos e suplementacdes. Inimeras vezes, 0s mecanismos de defesa
do organismo humano sdo mediados por antibiéticos, que sdo capazes de combater doengas
infecciosas, que sdo atualmente as mais frequentes em ambiente hospitalar, onde se encontram
pessoas com vulnerabilidade imunoldgica (BECATTINI; TAUR; PAMER, 2016).

Embora existam processos patoldgicos que a microbiota pode causar devido a sua perda
de homeostase, ha funcbes benéficas que a mesma possui, tdo fundamentais para o corpo
humano que ja foi considerada um orgdo adjunto (O’HARA; SHANAHAN, 2006). As bactérias
comensais presentes na microbiota intestinal sdo capazes de produzir vitaminas B e K, e de
fermentar alguns compostos alimentares resultando nos acidos graxos de cadeia curta (AGCC).
Constata-se que a microbiota ndo se limita a fungdes apenas no intestino, possuindo capacidade
de influenciar no equilibrio de diversos orgdos e sistemas (BECATTINI; TAUR; PAMER,
2016).

Um dos responsaveis pelo desequilibrio da microbiota intestinal é o uso de antibidticos,
devido a capacidade de destruir ndo s6 o patdgeno alvo, mas também a por¢do de bactérias
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benéficas que auxiliam no equilibrio e manutencao sistemética (MIMS et al., 2005; TORTORA
et al., 2005; BRANDT et al., 2006; MURRAY et al., 2006; MANZONI et al., 2008).

O desequilibrio intestinal é classificado como disbiose, este fendmeno pode ocorrer
apos a alteracdo da microbiota em decorréncia do uso de antibidticos a longo prazo, de maneira
inadequada e a depender do quadro imunitario de cada individuo. Compreende-se a partir dai,
a necessidade de elucidar novos mecanismos de defesa na microbiota intestinal, que consiga
reestabelecer o equilibrio. Os probidticos, devido aos seus inumeros beneficios comprovados,
sdo produtos que possuem potencial abordagem terapéutica nao-medicamentosa ou
complementar aos farmacos (DOS SANTOS; VARAVALLO, 2011).

3.4. Prebidticos & Probidticos - uma “espada” e um escudo contra infec¢des

A OMS define os Lactobacillus como um grupo de bactérias Gram-positivas, aerébicas
ou anaerobicas facultativas, bacilares ou coccoides, que estdo naturalmente no trato
gastrointestinal de humanos e outros animais. Sdo frequentemente usadas como probioticos,
que sdo micro-organismos Vvivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
induzem beneficios a satide do hospedeiro (HILL et al., 2014).

Por definicdo, prebioticos sdo carboidratos ndo digeridos, fermentados pela microbiota
intestinal, que realizam producdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) como butirato,
acetato e propionato, substancias benéficas para o organismo por auxiliarem na selecdo de
populacBes de micro-organismos que compdem a microbiota saudavel. A atividade metabdlica
inter e intra reinos/classes, contribui indiretamente no desenvolvimento e modulagdo do
sistema imunitario, evitando o alojamento de patdégenos na microbiota intestinal (LIWINSKI;
ZHENG; ELINAV, 2020).

O eixo pré e probidticos exerce um papel central na selecdo e desenvolvimentos de
microecossistemas que compdem a microbiota de cada individuo (LIWINSKI; ZHENG;
ELINAV, 2020). E um tema amplo e com um potencial grande para ser estudado, contudo, é
ainda um assunto muito pouco explorado.

Os Probidticos sdo micro-organismos que presentes no organismo em quantidades
proporcionais, promovem defesa e melhoria na resposta imunitaria. Bactérias do género
Lactobacillus sdo amplamente empregadas como suplementos alimentares probidticos.

Diferentes estudos comprovaram que a presenca de probidticos na mucosa intestinal
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promovem melhor resposta do sistema imune frente a micro-organismos patogénicos invasores
ou oportunistas, além de promoverem melhora na permeabilidade intestinal (SAAD, 2006).

L. plantarum é uma bactéria probiotica que tem sido associada a uma série de
beneficios para a saude, incluindo a reducéo de fatores de viruléncia de patégenos. Os fatores
de viruléncia sdo moléculas ou estruturas que permitem que um patégeno cause doenca, nos
quais podem incluir: toxinas, enzimas, aderéncias e capsulas (LE; YANG, 2018).

A alimentacdo é uma variante importante quando se trata de auxiliar a manutencédo da
microbiota intestinal, pois por meio dela é possivel adquirir nutrientes que sdao componentes
responsaveis por manter os niveis metabdlicos saudaveis do intestino e de todos os sistemas do
corpo. Por meio da dieta é possivel adquirir os prebidticos que sao definidos pelo ISAPP como
um substrato que é utilizado seletivamente por micro-organismos hospedeiros conferindo um
beneficio a satde (SANDERS et al., 2019; FAVERO et al., 2022).

L. brevis BG18 e L. plantarum BG33 foram isolados proveniente de uma amostra de
queijo tradicional turco Tulum, onde observou-se que as cepas produziam bacteriocinas, e
demonstraram capacidade de inibir o crescimento de S. aureus, demonstrando propriedades
probidticas contra patdgenos de interesse clinico (UYMAZ; AKKOC; AKCELIK, 2011).
Curiosamente, mesmo ap6s inumeros estudos desvendarem o efeito antimicrobiano dos pré,
pro e pos-bioticos, ndo ha ainda diante deste cenario um estudo que realizou o detalhamento
de todos os compostos presentes nesses principios ativos, com a finalidade de verificar quais
componentes sdo responsaveis por esses efeitos e como potencializa-los.

Os prebioticos sdo compostos que podem ser adquiridos por nutrientes ingeridos
principalmente através da dieta, e sdo alimento para as bactérias benéficas do intestino. Os
probidticos sdo micro-organismos vivos com acao benéfica no intestino que podem ser
ingeridos por suplementacdo e quando administrados em doses adequadas atribuem diversos
beneficios ao organismo. Os simbidticos sdo a juncdo dos prebidticos e probidticos (Figura 3),
onde a sua acao sinérgica e capaz de promover a preservacao dos probidticos por mais tempo,
e 0s pds-bidticos sdo o produto dos micro-organismos inanimados ou seus componentes que
possuem eficacia (FAVERO et al., 2022).



35

Figura 3 - Prebioticos, probioticos, simbioticos e pds-bidticos
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Outro beneficio observado é a acdo antialérgica dos probioticos, demonstrando ser um
potencial objeto de estudo em pesquisas voltadas para area dermatoldgica. Foram testadas
cepas de Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900, Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908
e Lactobacillus casei LOCK 0918 em criangas até dois anos de idade que apresentavam
dermatite atdpica (DA) e alergia alimentar, onde receberam no periodo de 3 meses placebo ou
uma preparac¢do probidtica, foi observado que o grupo que recebeu probidtico teve uma reducéo
significativa em seus sintomas, demonstrando a capacidade dos probidticos de intervir em
patologias humanas e atenuar manifestac@es clinicas (CUKROWSKA et al., 2021)

Neste sentido, os estudos empregando probidticos e prebidticos podem ser um caminho
para melhor compreender como ocorrem as interagdes entre micro-organismos no ecossistema
denominado microbiota. Probidticos e prebi6ticos atuam em conjunto em uma interacao
simbiotica, capaz de trazer beneficios (KIM et al., 2019) e realizar a manutencdo desse
ecossistema, dando suporte a microbiota para que na presenga de invasores patogénicos, a
resposta imunolégica do hospedeiro seja mais seletiva e eficaz (GOMEZ, 2019).
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3.5. Pos-bidticos: uma nova perspectiva no combate as infeccdes

A definicdo pos-bidtico no significado genuino da palavra deriva do grego onde “pos”
significa depois, e “bios”, que significa vida, ou seja, remete a um produto metabdlico
inanimado, quando 0s micro-organismos nao evidenciam vida, onde tal produto é eficaz,
eficiente e benéfico. O ISAPP em 2021, definiu um pos-bidtico como "uma preparacdo de
micro-organismos inanimados e/ou seus componentes que confere um beneficio a satde do
hospedeiro", tal conceito de po6s-bidtico que uma parte ou o todo de determinado micro-
organismo esteja inativo, independente dos produtos finais (FAVERO et al., 2022). A definicdo
proposta pelo ISAPP é estimulante aos estudos que comprovem a eficacia dos pos-bioticos em
diferentes microbiotas do organismo, sendo assim é uma area promissora nos estudos de
animais domésticos ou selvagens, e para fins de salde humana ou vegetal, a depender da
evolucdo tecnologica e cientifica e importancia dada a essa tematica (VINDEROLA,;
SANDERS; SALMINEN, 2022).

O biofilme é um dos principais fatores de viruléncia de micro-organismos patogénicos,
ele promove a adesdao em alguma superficie de contato, forma uma matriz de exopolissacarideos
e inicia seu crescimento, essa formacdo ocorre para proteger 0 micro-organismo, manter sua
sobrevivéncia e promover seu desenvolvimento (KASNOWSKI et al., 2010). Os pds-bioticos
de L. acidophilus e L. casei foram investigados quanto a sua capacidade de remocao do biofilme
de S. aureus. A técnica utilizou ensaio de microdiluicdo em caldo e difusdo em agar, 0s pos-
bidticos adicionados foram capazes de remover consideravelmente, tendo L. acidophilus um
desempenho moderadamente melhor que L. casei (KOOHESTANI et al., 2018).

Uma limitacdo nos avancos das pesquisas acerca dos pos-bidticos é a ndo elucidacao
completa dos mecanismos de acéo e suas especificidades para cada sitio anatdmico, entretanto,
os dados ja existentes comprovam que tais produtos indicam a presenca de principios ativos
abrangendo atividade antioxidante, antimicrobiana e imunomoduladora que dispdem ao
hospedeiro um reforco imunoldgico de forma répida e eficaz. Outros estudos contribuem para
desvendar os beneficios dos pos-bioticos, que afirmam que uma de suas propriedades é otimizar
as funcdes da barreira intestinal e promover a saude imunol6égica da microbiota, assim,
dificultam a colonizacao de patdgenos. O produto pos-bidtico ira depender da cepa bacteriana
gue estd sendo utilizada, meio de cultura e qual método e técnica estdo sendo empregadas
durante cada procedimento, pois cada variante interfere no resultado final do produto (LIANG,;
XING, 2023).
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Potenciais aplicacGes clinicas dos pos-bidticos tém sido investigadas, com o propdsito
de delimitar os efeitos benéficos, e avaliar como esses produtos podem contribuir no combate
a resisténcia aos antimicrobianos. O fato de os pds-bidticos ndo conterem micro-organismos
vivos reduz os riscos atrelados a sua ingestio. ZOLKIEWICZ et al., (2020), afirma que os pos-
biodticos abrangem todas as substancias de origem bacteriana ou fungica que dispdem beneficios
ao hospedeiro (ZOLKIEWICZ et al., 2020).

3.5.1. Efeitos imunomoduladores mediados por Pés-bidticos

Os efeitos imunomoduladores da microbiota vém sendo observados e investigados ao
longo da historia. O butirato de sédio € um importante imunomodulador, visto que é capaz de
induzir a diferenciacdo de Linfécitos T reguladores (Treg). Algumas fracdes dos pds-bidticos
também apresentam efeitos imunomoduladores, isolados de Bacillus coagulans, induzem a
producdo de citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-6 e IL-10). Em um estudo com
camundongos, 0s pos-bidticos oriundos de Streptococcus thermophilus intensificaram a
resposta dos linfécitos Thl nos linfonodos mesentéricos, a comparacéo foi feita em relacdo aos
controles. Essas especificidades comprovam a interferéncia dos pds-bidticos no sistema
imunitario (ZOLKIEWICZ et al., 2020; MENARD, 2005).

3.5.2. Efeitos antitumorais dos Pds-biéticos

Respostas anti-inflamatorias estdo diretamente ligadas a carcinogénese, devido a
cascata imunoldgica desencadeada na inflamacéo promover um desequilibrio e posteriormente
o cancer (ZOLKIEWICZ et al., 2020). Esse risco ocorre devido a inflamag&o perdurar-se por
muito tempo e prejudicar a resposta imune, consequentemente, impossibilita-o de reconhecer
células cancerigenas. Logo, dado essa conexao, sugere-se que substancias com efeitos anti-
inflamatdrios também possam ter efeitos antitumorais.

O sobrenadante de L. rhamnosus GG expandiu a expressao das proteinas de juncédo zona
ocludens-1 (ZO-1) responsavel pela estrutura correta das jungdes entre as células e a adeséo
celular, e reduziu a expressdo de metaloproteinase de matriz-9 (MMP-9) que auxiliam na
degradacdo da matriz intercelular, oportunizando a penetracdo das células cancerigenas, tal
reducdo demonstra que 0s pos-bidticos tém um papel preventivo na carcinogénese
(ESCAMILLA; LANE; MAITIN, 2012).
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Figura 4 - Mecanismos de agdo dos pos-bidticos
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Fonte: Adaptado de ZOLKIEWICZ et al., 2020

3.6. Butirato de s6dio como potencializador das atividades antimicrobianas

Interessantemente, a combinacdo de NaBut com os probidticos Lactobacillus spp.,
parece aumentar o papel protetor desta substancia. Em um estudo conduzido por Wang e
colaboradores (2018) foi observado que a combinagdo entre bactérias produtoras de butirato,
como Clostridium butyricum em conjunto com Lactobacillus acidophilus, potencializou a
atividade anti-inflamatéria do NaBut (CHEN et al., 2018). Este achado permite hipotetizar que
a combinacdo entre butirato e espécies de Lactobacillus sp. podera oferecer potencial
terapéutico até mesmo contra processos infecciosos causados por micro-organismos

oportunistas.

3.6.1. Atividade antitumoral do NaBut

O potencial benéfico do NaBut € notavelmente relevante para o organismo humano. A
partir de estudos que elucidem o percurso que o NaBut faz, serd possivel dispor do
aproveitamento total de seus beneficios. A atividade antitumoral do NaBut pode ser observada

em diversos estudos, Xl et al., (2021) analisou a atividade anticancerigena e relataram a
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capacidade do NaBut de induzir a apoptose, fazendo com que as células cancerigenas
interrompessem sua propagacao e instalacdo no colorretal (X1 et al., 2021).

3.6.2. O papel do NaBut na inflamagéo

A compreensao do impacto do NaBut na inflamag&o elucida uma nova perspectiva acerca
de sua aplicabilidade. A Enterocolite Necrosante (ECN) é uma inflamacéo grave no aparelho
digestivo que comumente afeta recém-nascidos, principalmente, os pré-maturos. A microbiota
intestinal estar desequilibrada ou a resposta imunoldgica estar acentuada sdo fatores que
viabilizam a instalacdo e o agravamento da ECN. O NaBut foi utilizado como farmaco com o
objetivo de amenizar a ECN provocada em camundongos. Além da melhora no peso corporal
dos camundongos, o NaBut foi capaz de aumentar o indice de sobrevivéncia. Os camundongos
tiveram as lesdes intestinais reduzidas e aumentou significativamente a propor¢do de
Lactobacillus enquanto inversamente proporcional reduzia a populacdo de Enterococcus
oportunistas. O NaBut foi capaz de reduzir a inflamacao e harmonizar a microbiota intestinal,

demonstrando dessa forma, seu potencial anti-inflamatério (SUN et al., 2021).

3.7. Antimicrobianos e Resisténcia

Os antimicrobianos sd@o uma classe de farmacos que possui finalidade de combater
diversos micro-organismos patogénicos que se instalam e causam diversos danos ao
hospedeiro. Essa classe de farmacos pode se dividir em duas subclasses: antibiéticos e
quimioterapicos. Os quimioterapicos sdo medicamentos utilizados no tratamento de doengas
neoplasicas, sdo administrados em concentracfes que nao prejudicam o hospedeiro e possuem

a funcéo de curar, proporcionar efeito paliativo e ampliar a sobrevida (VARAVALLO, 2011).

3.7.1. Antibidticos

Os antibidticos sdo medicamentos que foram desenvolvidos para matar, inibir ou
reduzir o crescimento de bactérias. O uso adequado engloba um controle restritivo de horarios
a sua administracdo e dosagens recomendadas por profissionais de saude habilitados. A
populacdo brasileira e dos demais paises subdesenvolvidos é afetada por indicadores de
analfabetismo relativamente elevados, por essa variante impactar diretamente no acesso ao

conhecimento, uma das principais causas do uso inadequado de medicamentos ¢ a falta de
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informacdo. Os idosos sdo a populagao que mais consome medicamentos, e o declinio cognitivo
é um impasse na administracdo adequada (SANTOS et al., 2013).

O recomendavel é que tais medicamentos, sejam prescritos apds a confirmacdo da
infeccdo através de diagndstico, para evitar o0 consumo incorreto e consequentemente acarretar
resisténcia. Segundo os dados divulgados no relatério do European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC) ou Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doencas, é
notavel a variedade e quantidade de antibioticos consumidos na Europa, sendo a Grécia o pais
de maior consumo no mundo, apresentando entre seus principais isolados de patdgeno a bactéria
K. pneumoniae em 2008 (LOUREIRO et al., 2016).

3. 7. 2. Resisténcia

A resisténcia aos antibidticos possui implicacdes clinicas e econémicas, impactando
diretamente na morbidade e mortalidade. Essa condi¢cdo ocorre principalmente por
administracdes incorretas, fora do intervalo e interrupcdo do tratamento quando ainda ha
recomendacéo de uso (LOUREIRO et al., 2016).

Embora o organismo realize a regulacdo de genes e bactéria, 0 mecanismo de resisténcia
pode ocorrer por diversos estimulos, dentre eles, se ndo o principal: fatores evolutivos
(LARSSON; FLACH, 2022).

A producdo de beta-lactamases, enzimas capazes de inativar os antibidticos beta-
lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactdmicos e carbapenémicos) através da
hidrolizacdo do anel beta-lactamico, s&o um dos principais fatores de resisténcia (MOREJON,
2013).

Devido ao alarmante nimero de casos durante a pandemia da COVID-19, varias doencas
foram negligenciadas pelo foco dos 6rgdos de saide mundiais estarem voltados para reducédo
dos danos causados pelo virus. Paralelamente a pandemia, houve uma crescente resisténcia aos
antimicrobianos, esse cenario ocorreu pelo numero de pacientes internados no
periodo pandémico tratados com antibidticos ndo recomendaveis a sua condi¢do de saude.
(REHMAN, 2023).

A administracdo de antimicrobianos em um paciente infectado pelo virus sé € justificavel
caso 0 mesmo tenha uma infeccdo secundaria por fungo ou bactéria. Diversos estudos

realizados em pacientes com infeccdo secundaria avaliaram que ha prevaléncia de
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Enterobactérias, dentre as principais K. pneumoniae e ainda ha registros de casos de S. aureus
resistentes (REHMAN, 2023).
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4. Materiais e Métodos

4.1. Origem e isolamento das linhagens

As espécies bacterianas K. pneumoniae (ATCC 13883) e S. aureus (ATCC 43300)
empregadas neste estudo foram gentilmente cedidas pelo LACEN-DF (Laboratdrio Central de
Saude Puablica do Distrito Federal). Ja as linhagens de Lactobacillus escolhidos: L. reuteri
(Lote: 1E2702) e L. rhamnosus (LR-G14) (Lemma®) foram doadas pela Prof.2 Dr.2 Yanna
Nobrega, do Laboratério Microbiologia e Imunologia Clinica (LabMIC), do Departamento de
Farmacia (FAR), da Faculdade de Ciéncias da Saude (FS), Universidade de Brasilia (UnB),
mantidas durante a execucéo do projeto de mestrado.

Vale pontuar que a linhagen de L. casei Shirota do LabMIC foi validada por espectrometria
de massa de tempo de v6o por lonizacdo e Dessor¢édo a Laser Assistida por Matriz (MALDI-
TOF) no LACEN-DF (Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal) pela Dra.
Amabel Fernandes Correia. As demais cepas de Lactobacillus empregadas no estudo foram
adquiridas comercialmente e certificadas.

Na execucdo da metodologia de MALDI-TOF algumas col6nias foram aplicadas na
lamina alvo (Biomérieux, Marcy 1'Etoile, Franga) com 0,5 pL de 4cido férmico a 25% e 1 pL
de solucdo de matriz a 3,1% (&cido alfa-ciano-4-hidroxicindmico) (ambos de Biomeérieux,
Marcy'Etoile, Franga). Apos a secagem, as laminas foram transferidas para uma estagdo de
leitura Vitek MS® System (Biomérieux, Marcy 1’Etoile, Franca) e os espectros obtidos foram
analisados utilizando o banco de dados Vitek MS versdo 3.0. Os resultados foram considerados
validos quando a probabilidade percentual de identificacdo dos valores foi maior ou igual a
99,9%.

4.2. Estoque e manutengéo de indculos

Os estoques bacterianos foram mantidos a -20°C em microtubos com meio de cultura
Mueller Hinton BROTH/Caldo para K. pneumoniae e S. aureus e para L. reuteri e
L. rhamnosus LACTOBACILLI MRS BROTH Acumedia® 29 (Neogen do Brasil, Sdo
Paulo, Brasil), adicionando glicerol a 30% v/v.

Foram retiradas 15ulL das cepas de K. pneumoniae e S. aureus e inoculadas

inicialmente em meio de cultivo Mueller Hinton agar (MH) para manutencdo crescimento
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substancial das amostras a serem testadas. O indculo ficou em estufa de CO? (Fanem, S&o
Paulo, Brasil) a 37°C, sem agitacdo, por 24h e depois mantidos na geladeira por até 10 dias
para 0 proximo repique.

O inéculo dos L. reuteri e L. rhamnosus foi realizado com 15uL  de suspensdo-
estoque, semeados em caldo MRS e inoculados por 48h em estufa a 37°C, também sem
agitacéo.

As suspensdes-estoque foram armazenadas (em eppendorf) sob refrigeragéo a -20°C, e
os inoculos (em tubos do tipo falcon de 15 mL) foram utilizados logo apds os tempos de

crescimento em estufa.

4.3. Meios de cultivo

O meio de cultura para realizacdo das analises de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) de K. pneumoniae e S. aureus foi Mueller Hinton (MH) (HIMEDIA, Brasil). As
concentrages de ion calcio e magnésio sdo ajustadas para fornecer as quantidades
recomendadas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), acrescido dos
seguintes: Ingredientes g/L (Infusdo de Carne: 300 g/L, Hidrolisado acido de caseina: 17,5
g/L, Amido: 1,5 g/L, pH final 7,3 a 25°C).

Para a placa de Lactobacillus spp., os meios foram preparados na concentragdo 1x
(padrdo recomendado em bula) para os controles, e nos testes CIM na concentracdo de 2x (o
dobro da concentragéo), devido a adi¢do dos pos-bioticos diluirem o meio para concentracdo
padrdo de 1x.

As espécies de Lactobacillus spp. foram cultivadas em meio de cultura
LACTOBACILLI MRS BROTH (MRS) Acumedia® 29 (Neogen do Brasil, S&do 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 sodio 0,5%, polissorbato 800,1%,
fosfato de dissodio 0,2%, citrato de aménio 0,234%, sulfato de magnésio 0,01% e sulfato de

manganés 0,005%.

4.4. Reagentes e solucOes

Para o preparo dos reagentes, para o Butirato de S6dio (Cayman Chemical®, Michigan,
Estados Unidos da Ameérica) foi confeccionada uma solucdo estoque, mantida a -20°C sob
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protecdo da luz, a uma concentracdo de 500 mM (molaridade), diluido em dgua para injetaveis
(ISOFARMA®, Cear4, Brasil).

4.5. Ensaios de Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios propostos para este estudo foram baseados nos protocolos do Brazilian
Antimicrobial Sensitivity Test Committee (BRCAST) para ensaio de microdiluicdo em caldo,
com adaptacdes.

Foram utilizadas placas de 96 pocos de fundo chato, contendo meio MH caldo
inoculado com uma suspensdo de a 1 x 10° células bacterianas por pogo. Cada coluna da placa
de 96 pogos representa um grupo (controle ou teste) e cada linha representa diluicdo seriada,
iniciando na primeira fileira (mais concentrada) seguindo para ultima fileira (menos
concentrada).

Para os grupos teste, foram realizados e analisados da seguinte forma: (1) Para os pds-
bidticos de Lactobacillus foram testadas as seguintes concentrag@es: 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]. (2) Para NaBut foram testadas as seguintes
concentragOes: Linha 1 [50 mM], Linha 2 [25 mM], Linha 3 [12,5 mM], Linha 4 [6,25 mM],
Linha 5 [3,125 mM], Linha 6 [1,562 mM], Linha 7 [0,781 mM] e Linha 8 [0,390 mM].

4.6. Preparo da Placa - Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

4.6.1. Preparo de pés-bidtico de L. reuteri e L. rhamnosus

No preparo de pos-bidticos 1000 ul de Lactobacillus spp foram semeados em tubo do
tipo falcon (50mL) contendo 20mL de MRS caldo para o crescimento de culturas puras e
frescas, incubados em estufa a 37 °C por 48h. Apoés as 48h, se bem-sucedido o crescimento,
foram centrifugados por 10 minutos a 2000 rotacGes por minuto (rpm), utilizando centrifuga
TDL80-2B Arcano® (Novatécnica, Sdo Paulo, Brasil)) e posteriormente filtradas com filtro
de membrana estéril com poro de 0,22 um e transferidas para outro tubo falcon estéril de 50
mL. Apoés filtracdo, os poOs-biodticos foram estocados por até 3 dias a -5 °C, para serem

posteriormente utilizados nas analises de CIM.
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4.6.2. Semeio de K. pneumoniae e S. aureus

As bactérias foram semeadas em MH caldo. Foram semeadas de 400 a 500ul de bactéria
em 10 mL de meio MH, em tubo falcon (15 mL). Apds o semeio, os inéculos foram incubados
em estufa a 37°C por 24h.

4.6.3. Ajuste de K. pneumoniae e S. aureus na escala McFarland.

As espécies bacterianas foram ajustadas utilizando a metodologia de espectrofotometria
com o Espectrofotdometro BTS 310 (BioSystems®, Barcelona, Espanha). O equipamento foi
calibrado para o comprimento de onda igual a 600 nm para leitura da Densidade Optica (D.O.),
configurado para leitura monocromatica. As amostras foram acionadas para leitura e diluidas a
partir do primeiro valor de absorbancia em &gua destilada, até que se chegasse a uma
absorbancia entre 0,075 e 0,085, equivalente a 10° micro-organismos/mL. Apos o ajuste de
D.0O., foi realizada outra dilui¢cdo 1:10 (1mL da diluicdo bacteriana e 9mL de agua destilada)
para a obtencdo numérica de 10° micro-organismos/mL. O BRCAST preconiza o uso de salina
no ajuste (ISO 2776-1:2019), entretanto, as bactérias utilizadas neste estudo ndo cresceram bem

em salina, sendo utilizada agua destilada.

Figura 5 - Esquema prético da metodologia

1¥ passo

- . ‘
g m : i /'\) 3" passo
Tncanbon don 8! | @ S—
LactobackWas v, 8 o | anesseas -
e L Pire-Siitticin s
= Lactobacilive spp
Comrilugacin ¢ lihiragem Niivados

A0 o il 0 VU

z /-\) p Comfoocin du placa #¢ €IV
2" passo i
1§ A ! p g j

| —> —F ¥ A [ —E¢E

(0 L E

= Y 3

Bites de AL A i ° . ["‘l f ;'.:

Presa——— o — ! A el
Napdy 000 w1 auTens - Bacsrion n 1 x 10 Y tonenda de Mcharlamd)
rp— T Cj
—
Priwesn dhe dilidgdn das Mactiviom

Fonte: elaboragdo propria



46

4.6.4. Execucgdo da placa Lactobacillus

Em cada experimento foram confeccionadas duas placas, uma para L. reuteri e outra L.
rhamnosus. A placa possui 12 colunas, sendo cada coluna um grupo de Lactobacillus, controle
positivo e controle negativo e cada linha representando um valor da diluicdo seriada, como

especificado acima na Figura 7 e demonstrado na Figura 6.

Figura 6 - Esquema da placa de 96 pogos representando o planejamento do experimento com
Lactobacillus

Controle de

: L. reuteri L.rhamnosus  Controle negativo
crescimento
| ‘[ I | | I
} > . : x ’ . . ol 1
Mueliar HInton + bactéria € A ———p  Mueller Hinton
MueBer Hinton + bactérin € [ ——3  Mueller Hinton
Mueller HInton = bac + MRS € [) —_— MRS
Musllor Hinton + bac » MRS € ¢ o MRS
:
Bactéria + MRS p—— ———3 Salina ou Agua destilada
Bactérls + MRS —— N —3 Salina ou Agua destilada

Fonte: elaboragdo propria

4.6.4.1. Volumes da placa Lactobacillus

A Tabela 1 descreve detalhadamente quais os volumes e substratos adicionados em cada pogo,
representando as linhas e colunas da placa representada na Figura 6. A coluna 1 representando
o controle de crescimento, colunas 3 e 4 0s testes com pds-bidticos de L. reuteri, colunas 8 e 9

os testes com pos-bidticos de L. rhamnosus e a coluna 12 representando o controle negativo.



Tabela 1 - Representacdo dos testes com pos-bidticos de L. reuteri e L. rhamnosus.
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Controle de
Crescimento

Pos-biotico de L.reuteri
(duplicata técnica)

Pos-biotico de L. rhamnosus
(duplicata técnica)

Controle
Negativo

Linha A

MH + bacteéria (150 pl
de MH + 10ul + K
pneumoniae ou S.
aureus).

150ul de MH + 150 ul de
pos-bidtico de L. reuteri,
retirado 150ul e
transferido para o
pogo/linha seguinte +
10ul de K. pneumoniae
ou S. aureus.

150pl de MH + 150 pl de pos-
bidtico de L. rhamnosus,
retirado 150ul e transferido
para o poco/linha seguinte +
10ul de K. pneumoniae ou S.
aureus.

150ul de Mueller
Hinton.

Linha B

MH ~+ bactéria (150 pl
de MH + 10ul + K
pneumoniae ou S.
aureus).

150p1 de MH + 150ul de
pos-bidtico retirado do
pogo anterior + 10ul de K.
prneumoniae ou S. aureus

150pl de MH + 150ul de pos-
bidtico retirado do poco
anterior + 10ul de K
pheumoniae ou S. aureus

150ul de Mueller
Hinton

Linha D

MH + bactéria MRS
(75ul  de MH+75ul
MRS+10ul + de K
pneumoniae  ou S,
aureus.

150ul de MH + 150l de
pos-bidtico retirado do
poco anterior + 10pl de K.
pneumoniae ou S. aureus

150pl de MH + 150ul de pos-
bidtico retirado do poco
anterior + 10ul de K
pneumoniae ou S. aureus

150u1 de MRS

Linha E

MH + bactéria +MRS
(75p1 de MH+75ul
MRS+10ul + de K
pneumoniae ou S.
aureus).

150u1 de MH + 150ul de
pos-bidtico retirado do
pogo anterior + 10ul de K.
pneumoniae ou S. aureus

150ul de MH + 150ul de pos-
bidtico retirado do pogo
anterior + 10ul de K
prneumoniae ou S. aureus

150ul de MRS

Linha G

Bactéria +MRS (75pl
de meio+75ul
MRS+10ul de + K
pneumoniae ou S
aureus).

150ul de MH + 150ul de
pos-bidtico retirado do
poco anterior + 10ul de K.
pneumoniae ou S. aureus

150pl de MH + 150ul de pos-
bidtico retirado do poco
anterior -+ l0oul de K
pneumoniae ou S. aureus

150ul de
destilada
salina.

agua
ou

Linha H

Bactéria +MRS (75ul
de meio+75ul
MRS+10ul de + K
pneumoniae ou S.
aureus).

homogeneizado e retirado
150ul para concluir a
diluicao + 10ul de K
prneumoniae ou S. aureus.

homogeneizado e retirado
150p1 para concluir a dilui¢ao
+10pl de K. pneumoniae ou S.
aureus.

150ul de
destilada
salina.

agua
ou

Legenda: A coluna 1 representando o controle de crescimento, 2 e 3 0s testes com pos-biéticos de L. reuteri em

duplicata técnica e coluna 4 representando o controle negativo.

4.6.5. Execucdo das Placas de NaBut

As bactérias foram semeadas em MH caldo, aproximadamente de 400 a 500ul de

bactéria em 10 mL de meio MH, em tubo falcon de15 mL. Apds o semeio, 0s in6culos foram

adicionados a estufa por 24h. Apds isso foram ajustas empregando a escala de McFarland, até

que se chegasse a uma absorbancia entre 0,075 e 0,085, equivalente a 10° micro-organismos/mL

correspondendo a aproximadamente 10° Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) por mililitro.

Como detalhado na Figura 6. Depois da dilui¢do foram inseridas na placa.



Figura 7- Esquema da placa de 96 pocos representando o planejamento do experimento com NaBut.
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Em cada experimento foram confeccionadas uma placa para K. pneumoniae e S.
aureus. No primeiro poco da coluna 3 foi adicionado 160 pL de agua para injetaveis
(ISOFARMA®), e nos demais pogos (B - H) pipetava-se 100 pl de agua para injetaveis, em
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retirando do primeiro poco (linha A) 100ul e passando para o segundo (linha B) até o ultimo

poco (linha H) seguindo diluigdo seriada e descartando 100 pl do ultimo pogo para concluir a

diluicdo. Apds a diluicdo foi acrescentado em todos os pocos 100ul do master-mix (meio de

cultivo MH + K. pneumoniae ou S. aureus), e encubado na estufa a 37°C por 24h.



Tabela 2 - Representacdo dos testes com butirato de sodio.
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Controle de Teste NaBut Teste NaBut Controle
Crescimento K. pneumoniae S. aureus Negativo
Linha A MH + bactéria (150 pl 160 upl de agua para 160 pldeaguapara injetaveis 150ul de agua
de MH + 10pl + K. injetaveis + 40ul de + 40ul de NaBut e inicia-se para injetaveis
pneumoniae  ou NaBut e inicia-se diluicao diluicao seriada + 100 pl de
aureus). seriada + 100 ul de MH + MH + S. aureus.
K. pneumoniae
LinhaB  MH + bactéria (150 ul Diluicao seriada _+ 100 Diluigao seriada + 100 pl de 150ul de agua
de MH + 10ul + K. pl de dgua para injetaveis agua para injetaveis + 100 pl para injetaveis
pneumoniae  ou + 100 pl de MH + K. de MH + S. aureus.
aureus). pneumoniae
Linha D Diluicdo seriada + 100 Diluigdo seriada + 100 pl de 150ul de Mueller
pl de agua para injetaveis agua para injetaveis + 100 ul Hinton
+ 100 pl de MH + K. de MH + S. aureus.
pneumoniae
LinhaE  MH + bactéria (150 pl Diluicdo seriada + 100 Diluicao seriada + 100 pul de 150ul de Mueller
de MH + 10ul + K. pl de agua para injetaveis agua para injetaveis + 100 ul Hinton
pneumoniae  ou .+ 100 pl de MH + K de MH + S. aureus.
aureus). pheumoniae
LinhaG MH + bactéria (150 pl Diluicdo seriada + 100 Diluicao seriada + 100 ul de NaBut (40ul) +
de MH + 10pul + K. pl de dgua para injetdveis agua para injetaveis + 100 pl ; ;
pneumoniae  ou + 100 pl de MH + K de MH + S. aureus. Sl T G
aureus). pheumoniae destilada (110pul)
Linha H homogeneizado e retirado homogeneizado e retirado NaBut (40pl) -+

100ul para concluir a
diluicao + 100 ul de MH
+ K. pneumoniae

100p1 para concluir a diluicao
+ 100 ul de MH + S. aureus.

Salina ou agua

destilada (110pul)

Legenda: A coluna 1 representando o controle de crescimento, 2 e 3 os testes com as bactérias em duplicata técnica
e coluna 4 representando o controle negativo.

4.7. Leitura das placas por espectrofotometria

Ap6s o periodo de 24h de incubagdo, todas as placas foram lidas em leitora de

microplaca PerkinElmer EnSpire multimode plate reader (PerkinElmer®, Brasil) com método
de espectrofotometria, no comprimento de onda de 600 nm, em protocolo pré-estabelecido para
leitura total da placa, as leituras foram capazes de calcular a absorbancia da amostra por

densidade dptica.

4.8. Analise Estatistica

Os dados foram analisados com auxilio do programa GraphPad Prism (versdo 8 para
Windows). Os dados das curvas de crescimento foram inseridos no programa para confeccao
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das figuras, com seus valores de densidade Optica (600 nm) no eixo Y e valores de
concentracOes (dose-resposta) apresentados em ordem numeérica no eixo X. As amostras foram
testadas para normalidade da distribuicdo dos dados e as analises estatisticas, quando
pertinentes, foram realizadas empregando um teste para mdltiplas comparagdes, com
repeticbes do mesmo experimento para comprovagao dos resultados.

As figuras foram esquematizadas em grupos A, B e C para os testes com Lactobacillus,
e para os testes com NaBut em grupo A e B. E para as figuras de desvio-padrao representando
0s testes com Lactobacillus foram utilizados os grupos A, B, C e D, e para os testes com NaBut
A, B e C. Os dados de controle e teste inseridos nas figuras, representam a média das as

analises realizadas em duplicata bioldgica com resultados similares...
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5. Resultados e Discusséo

5.1. Analise de crescimento no meio MRS — estabelecendo controles

O crescimento de K. pneumoniae e S. aureus foi avaliado na presencga do meio especifico
para Lactobacillus, MRS. Os grupos testados neste ensaio foram: meio MRS com adigéo de K.
pneumoniae ou S. aureus, 0 meio MH com adicéo de K. pneumoniae ou S. aureus, 0 meio MRS
na concentracdo de 50% + meio MH com adicdo de K. pneumoniae ou S. aureus. ambos
ajustados na escala McFarland, como foi feito nos testes de CIM. O racional para escolha dessa
analise de controle ocorreu para eliminar vieses dos efeitos do meio MRS sobre o crescimento
das bactérias, o0 que poderia interferir no resultado real dos pos-bidticos, visto que, para estas
analises € necessario adicionar o sobrenadante de culturas dos Lactobacillus previamente
cultivados no MRS.

Os dados representados na Figura 8 descartam a hipétese de que K. pneumoniae teria
seu crescimento prejudicado na presenca do meio de cultura MRS, em sua concentracdo
méaxima testada [50% v/v], meio de cultivo préprio para Lactobacillus spp. O MRS é
considerado seletivo para bactérias Gram-positivas, por inibir o crescimento de algumas
especies de bactérias Gram-negativas, variando a composicdo do meio a depender do

fabricante.

Figura 8 - Controle positivo de K. pneumoniae nos meios de cultivo Mueller Hinton e MRS combinados
e separadamente
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A Figura 9 demonstra que o crescimento de S. aureus ndo foi prejudicado na presenca
do meio MRS. Embora S. aureus seja uma bactéria Gram-positiva, algumas fabricantes, como
por exemplo KASVI, do meio MRS possuem especificacOes técnicas previstas em bula, e
inibem algumas espécies Gram-positivas, como S. aureus (ATCC 25923).

Figura 9 - Controle positivo de S. aureus nos meios de cultivo Mueller Hinton e MRS combinados e
separadamente
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Com base nos resultados destes ensaios supracitados, foi estabelecido como controle
positivo a combinagdo de MH + MRS 50% para todos os testes avaliando o efeito dos pés-

bioticos sobre o crescimento dessas bactérias.

5.2. Testes CIM para K. Pneumoniae — pés-bidtico de L.reuteri

Foram avaliadas concentracdes diferentes do pos-bidticos de L. reuteri sobre
crescimento em caldo de K. pneumoniae. Observa-se que 0 pos-biotico de L. reuteri reduziu o
crescimento de K. pneumoniae nas concentracGes de 50%, 25%, 12,5% e 6,25% (v/v), em
relacdo ao controle (Figura 10). Nas demais concentragdes, embora observa-se reducao, ha um
crescimento exponencial da K. pneumoniae préximo ao controle, que representa o crescimento
normal da bactéria a medida que bioativo reduz a dose. O pos-biotico foi capaz de reduzir o

crescimento em todas as concentragdes, exceto na Figura 10D, na qual a concentragéo de 0.39%
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se igualou a linha de crescimento do grupo controle. Portanto, quanto maior a concentragéo,

melhor o efeito inibidor do p6s-bidtico de L. reuteri, sugerindo um efeito dose-dependente.

Figura 10 - Efeito dose-dependente do pos-bidtico de L. reuteri sobre o crescimento de K. pneumoniae

K. pneumoniae - CIM - L. reuteri

1.54
- 104 2 o ° °
S
o -
(=] -
0.5+ &
A
0.0-1-% —
1 3 4 5 6
Concentraciao
K. pneumoniae - CIM - L. reuter!
1.0+
0.8+
E 0.6+ o
S N
3 044
A
0.24 P
sk
00 1 1 L ] L ] I
1 2 3 4 5 6 8
Concentracao

K. pneumoniae - CIM - L. reuteri

1.0+

0.8+

0.6

0.4+

0.2+

0.0

T T T
2 3 4

T
5

6

Concentragio

K. pneumoniae - CIM - L. reuter!

»

1 2 3 4

T

5

6

Concentracao

1

7

£

Controle positivo MH + MRS
Controle positivo MH
Pés-bidtco L reuten

- Controle positivo MH+ MRS

Controle positive MH
& Pos-biotco L reufen

Legenda: A andlise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade Optica (600
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6 = [1.56%]; 7 = [0.78%]; 8 = [0.39%]. A linha pontilhada preta representa o controle positivo com o0 meio MH
com a presenca do MRS e K. Pneumoniae. A linha laranja representa o controle positivo MH e K. Pneumoniae. A
linha azul representa o teste: pds-bidtico de L. reuteri seguindo diluicdo seriada e K. Pneumoniae. A Figura
representa quadruplicata biol6gica com dados semelhantes

A Figura 11 apresenta os desvios entre as repeticdes biologicas, demonstrando haver

uma variacdo entre os grupos teste (concentracdes diferentes de pos-biodticos) em relacdo a

linha da média global do controle positivo (linha laranja pontilhado). Observa-se desvios-
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padrdes menores nas concentragfes de 50 e 25%, sugerindo que essas concentrag¢fes do pds-
biotico de L. reuteri apresentaram constancia em seus resultados. As figuras de desvio-padrdo
foram confeccionados para auxiliar na analise dos dados, visando propor uma interpretacao

mais fidedigna, passivel de discussdo mais robusta.

Figura 11 - Anélise do Desvio-padrao representando a variagdo, entre as réplicatas bioldgicas, do
efeito dose-dependente do p6s-bidtico de L. reuteri sobre o crescimento de K. pneumoniae
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Legenda: O eixo Y indica a densidade dptica (600 nm), o eixo X indica a concentra¢des seriadas dos compostos
analisados. O eixo X indica o sentido de concentracéo dos compostos testados, esses valores representam diluicao
seriada dos compostos analisados da maior a menor concentragdo. A linha pontilhada laranja representa a média
global do controle positivo, com desvio em seu ponto inicial. As barras representam desvio-padrdo das replicatas
bioldgicas

L. reuteri é uma espécie probidtica que coloniza o organismo humano, incluindo
microbiota intestinal, pele, trato urinario e leite materno. L. reuteri é capaz de produzir etanol,
reuterina e acidos organicos, que possuem atividade antimicrobiana, a partir desse fator auxilia
na descolonizacdo de micro-organismos capazes de gerar doenca e melhoram a resposta
imunitaria. No que diz respeito a influéncia no sistema imunitario, é a capacidade do préobidtico
reduzir citocinas pro-inflamatérias, pressuposto, a presenca do L. reuteri na microbiota
intestinal diminui a inflamacdo e uma possivel progressdo de doengas inflamatorias cronicas
(MU; TAVELLA; LUO, 2018). Corroborando com os achados deste estudo, a atividade
antibacteriana de L. reuteri, L. rhamnosus e L. helveticus foi observada contra isolados clinicos
de K. pneumoniae e demonstraram inibig&o do crescimento.

Fedorova et al., (2018) constataram atividade antibacteriana contra K. pneumoniae

fundamentado em trés variantes de Lactobacillus spp. O estudo evidenciou que Lactobacillus
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cultivados com as cepas de K. pneumoniae levaram a uma reducdo de 20% no primeiro dia e
86% no segundo. As cepas estudadas foram L. rhamnosus, L. reuteri e L. helveticus, obtendo
proeminéncia a linhagem L. rhamnosus devido a inducdo de hidrolases de peptidoglicano,
enzimas capazes de desintegrar a parede celular bacteriana(FEDOROVA et al., 2018).

L. delbrueckii € uma outra espécie probidtica que demonstrou que o pos-bidtico
produzido em seu sobrenadante inibiu o crescimento de K. pneumoniae. O ensaio realizado no
estudo de MOGNA, et al., (2016) relatou que o efeito inibitorio deve estar atrelado a producéo
de uma bacteriocinas, seguindo a metodologia de discos difusdo ap6s serem embebidos com
0,1 mL de sobrenadante. O halo de inibicéo foi proximo a 1 cm, demonstrando a partir desses
dados que esta cepa probiotica pode ser adequada para aprimorar formulacGes probioticas e
possivelmente neutralizar infec¢des por K. pneumoniae em humanos (MOGNA et al., 2016).

Vareille-Delarbre, et. al., (2019) constatou que L. plantarum CIRM653 reduziu a
resposta inflamatoria induzida por K. pneumoniae em camundongos. A atividade benéfica de
L. plantarum para descolonizar K. pneumoniae foi observada in vitro e in vivo, onde K.
pneumoniae teve a estrutura do seu biofilme modificada e reduzida por L. plantarum, validando
a hipdtese de que Lactobacillus spp. dispde de principios ativos contendo atividade
antimicrobiana (VAREILLE-DELARBRE et al., 2019).

A atividade antimicrobiana de Lactobacillus spp. foi observada em um estudo que
utilizou trés cepas probidticas: LA 14, L. acidophilus (ATCC 4356) e L. rhamnosus (ATCC
9595) mediante quatro cepas de Escherichia coli isoladas de filés de tilapia (P12, P25, P35 e
P36). O estudo efetivou a sensibilidade antimicrobiana através de um teste que teve como
principio a técnica da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM), mesma técnica utilizada no
presente estudo, tornando-se referéncia para a realizacdo das metodologias (FERNANDES,
2019).

5.3. Testes CIM para K. Pneumoniae — p6s-biético de L. rhamnosus

Observa-se na Figura 12 que o pés-bidtico de L. rhamnosus diminuiu o crescimento de
K. pneumoniae, nas concentragcdes de 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 3,12%, em relagéo ao
controle. Nas demais concentracfes, embora se observa reducdo, ha um crescimento
exponencial proximo ao controle, que representa o crescimento normal da bactéria a medida

que bioativo reduz a dose. O pds-bidtico foi capaz de reduzir o crescimento em todas as
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concentragOes testadas, quanto maior a concentracdo maior o efeito inibidor do p6s-bidtico de

L. rhamnosus, sugerindo um efeito dose-dependente.

Figura 12 - Efeito dose-dependente do pos-bidtico de L. rhamnosus sobre o crescimento de K.

pneumoniae
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Legenda: A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade Optica (600
nm), o eixo X indica a concentragdes seriadas dos compostos analisados A numeragdo (1-8) no eixo X indica o
sentido de concentracdo dos compostos testados, esses valores representam diluicdo seriada dos compostos
analisados (da maior a menor concentracdo) 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 pontilhada preta representa o controle positivo com o meio MH
com a presenca do MRS e K. Pneumoniae. A linha azul turquesa representa o controle positivo MH e K.
Pneumoniae. A linha amarela representa o teste: pos-bidtico de L. rhamnosus seguindo dilui¢do seriada e K.
Pneumoniae. As figuras representam quadruplicata bioldgica com dados semelhantes



57

Seguindo o mesmo racional deste trabalho, outro estudo avaliou o efeito benéfico da
administracdo de L. reuteri em jejum para combater Helicobacter pylori. Foi observada,
considerando que a cepa probiotica produziu um composto antibacteriano - 3-hidroxi
propionaldeido (reuterina) que L. reuteri combate bactérias Gram-positivas e negativas. Tais
beneficios de L. reuteri sendo utilizados em conjunto com omeprazol, erradicou H. pylori em
9 dos 15 pacientes avaliados ap6s o0 estudo. O grupo controle tratado apenas com omeprazol
ndo demonstrou nenhuma erradicacédo, supondo-se que a descolonizacdo bacteriana ocorreu
devido a presenca do probidtico (DORE et al., 2014).

Em conjunto, os achados evidenciam a eficacia dos probidticos para diferentes
linhagens bacterianas, sugerindo a necessidade investigagcdes mais aprofundadas

A Figura 13 indica os coeficientes de variacao entre os experimentos, demonstrando que
h& uma variacdo proxima entre as concentracfes de 50 e 12,5%, e que estas concentracfes do
po6s-bidtico de L. rhamnosus apresentaram constancia em seus resultados, e as demais

concentracOes apresentaram variagdes aproximadas.

Figura 13 — Anélise do Desvio-padrdo representando o grau de variagdo, entre as réplicatas bioldgicas,
do efeito dose-dependente do pds-bidtico de L. rhamnosus sobre o crescimento de K. pneumoniae
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Legenda: O eixo Y indica a densidade dptica (600 nm), o eixo X indica a concentra¢des seriadas dos compostos
analisados O eixo X indica o sentido de concentracdo dos compostos testados, esses valores representam dilui¢éo
seriada dos compostos analisados da maior a menor concentracdo. A linha pontilhada azul turquesa representa a
media global do controle positivo, com desvio em seu ponto inicial. As barras representam desvio-padrdo das
replicatas biolégicas
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O trabalho de ABDELHALIM, etal., 2022, avaliou a capacidade antibacteriana in vitro
do sobrenadante livre de células (CFS) de cepas selecionadas de Lactobacillus spp. (com
propriedades probidticas) contra isolados clinicos de K. pneumoniae MDR. Os resultados
demonstraram que entre dez Lactobacillus spp. testados houve um aumento significativo no
valor médio do didmetro do halo de inibi¢do com L. helveticus (14,32 mm) e L. rhamnosus
(13,3 mm), sendo estes os resultados mais expressivos do estudo (ABDELHALIM et al., 2022).

Consta que K. pneumoniae tem capacidade de induzir respostas do sistema imune por
meio de reagdes pro-inflamatdria; enquanto L. rhamnosus possui atividade anti-inflamatoria,
sendo recomendavel para tratamento de patologias intestinais (BRAAT et al., 2004). Estudos
observaram a interacdo entre K. pneumoniae e L. rhamnosus, avaliando como as Células
Dendriticas (DC), apresentadoras de antigeno, se comportavam na presenca das bactérias. As
DC amadureceram na presenca das bactérias, demonstrando o potencial de alteracdo e interacdo
com o sistema imunitario, entretanto, a exposicdo de K. pneumoniae induziu a expressao dos
receptores de ativacao da resposta imunolégica Th1l em DC. O estudo relatou que os probi6ticos
possuem influéncia positiva na imunidade adaptativa e modulam a resposta imune, sendo seu

uso recomendavel no tratamento de patologias intestinais (BRAAT et al., 2004).

5.4. Testes CIM para K. pneumoniae — p6s-biotico NaBut

O butirato de sédio (NaBut) apresenta diversos beneficios, alguns dos quais estdo
diretamente ligados com a homeostase intestinal. Chen et al., (2022), investigou os efeitos do
NaBut em lesdes intestinais e constatou que 0 mesmo possui capacidade de aliviar o estresse
oxidativo e a lesdo da barreira do epitélio intestinal (CHEN et al., 2018). Outra relevancia
clinica esta no fato do NaBut ter demonstrado potencial para alterar os fatores de viruléncia de
Salmonella typhimurium, impactando diretamente na colonizacdo intestinal de suinos,
resultando em uma reducéo significativa da bactéria, e demonstrando a atividade pro-bidtica do
AGCC (BOYEN et al., 2008).

O desequilibrio da microbiota intestinal pode ser corrigido pelo NaBut, ZHOU, et al.,
(2017), relatou a partir dos seus ensaios que o NaBut promoveu uma estabilidade na homeostase
intestinal de ratos com doenca hepéatica e aumentou simultaneamente a disponibilidade de
bactérias benéficas, dentre elas, Lactobacillus spp.. O NaBut reparou as lesfes causadas na
mucosa intestinal pela doenca hepética e amenizou a esteato-hepatite. O potencial anti-
inflamatorio e equilibrante da microbiota intestinal do NaBut pode ser observado, sendo

considerado um potencial modulador da microbiota intestinal (ZHOU et al., 2017).
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Observa-se na Figura 14 que o NaBut reduziu o crescimento de K. pneumoniae nas
concentragfes de 50 mM, 25 mM, 12,5 mM e 6,25 mM em relagéo ao controle. Nas demais
concentracfes houve reducdo, porém proxima ao controle. Nas demais concentracGes, embora
se observa reducdo, ha um crescimento exponencial de K. pneumoniae préximo ao controle,
que representa o crescimento normal da bactéria a medida que NaBut diminui sua concentracdo

no meio, conforme diluicdo seriada.

Figura 14 - Efeito dose-dependente de NaBut sobre o crescimento de K. pneumoniae
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Legenda: A andlise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas, seguindo 0 mesmo protocolo de diluigao

dos Lactobacillus spp. O eixo Y representa a densidade 6ptica (OD 600 nm), o eixo X (1-8) representa as
concentracdes seriadas do reagente analisado, do mais concentrado para 0 menos concentrado. A linha preta
pontilhada representa o controle positivo, poco que contém apenas K. pneumoniae e MH. A linha rosa representa
0 grupo tratado com concentracGes seriadas do NaBut na presenca 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]. As
figuras representam triplicata biol6gica com dados semelhantes
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A Figura 15 indica os coeficientes de varia¢do entre os experimentos, demonstrando que
ha uma variacdo proxima entre as concentragdes de 25 e 12,5 mM, e 0,78 e 0,39 mM. Estas
concentracbes do NaBut apresentaram constadncia em seus resultados, e as demais

concentragOes apresentaram variagdes aproximadas.

Figura 15 —Andlise do Desvio-padrdo representando o grau de variacdo do efeito dose-dependente
NaBut sobre o crescimento de K. pneumoniae
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Legenda: O eixo Y indica a densidade 6ptica (600 nm), o eixo X indica a concentracfes seriadas dos compostos
analisados O eixo X indica o sentido de concentragdo dos compostos testados, esses valores representam diluicéo
seriada dos compostos analisados da maior a menor concentragdo. A linha pontilhada rosa representa a media
global do controle positivo, com desvio em seu ponto inicial. As barras representam desvio-padrdo das replicatas
biologicas

5.5. Testes CIM para S. aureus — pés-biotico de L.reuteri

Os testes com S. aureus foram realizados com as mesmas linhagens de Lactobacillus
dos testes de K. pneumoniae. Seguindo o protocolo de diluicdo seriada, da maior concentracdo
para a menor, iniciando o primeiro pogo com 50% de concentragdo e caindo para 25%, até o
ultimo poco. Os pos-bidticos foram cultivados e apds seu crescimento avaliado inseridos na
placa, e os dados inseridos na figura para analise comparativa. Observa-se na Figura 16 que o
pos-biotico de L. reuteri, reduziu o crescimento de S. aureus nas concentracdes de 50%, 25%,
12,5% e 6,25%, as concentracdes 1,56% e 0,78% se aproximaram do controle em 3 dos 4 testes

considerados nesse estudo, representando um efeito ndo significativo em ambas. Nas demais
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concentrag¢Oes houve reducdo, porém proxima ao controle, que representa o crescimento normal

da bactéria na auséncia do bioativo.

Figura 16 - Efeito dose-dependente do p6s-bidtico de L. reuteri sobre o crescimento de S. aureus
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Legenda: A andlise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade Optica (600
nm), o eixo X indica a concentragdes seriadas dos compostos analisados A numeragdo (1-8) no eixo X indica o
sentido de concentragcdo dos compostos testados, esses valores representam diluicdo seriada dos compostos
analisados (da maior a menor concentra¢do 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 pontilhada preta representa o controle positivo com o meio MH
com a presenca do MRS e S. aureus. A linha laranja representa o controle positivo MH e S. aureus. A linha azul
representa o teste: pos-bidtico de L. reuteri seguindo diluigdo seriada e S. aureus. As figuras representam
quadruplicata biolégica com dados semelhantes

A Figura 17 indica os coeficientes de variacao entre os experimentos, demonstrando
gue ha uma variacao proxima entre as concentracdes de 50, 25 e 12,5%. Estas concentracdes

do pos-bidtico de L. reuteri apresentaram constancia em seus resultados e houve maior
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reducdo nas concentragdes de 50 e 25%. O desvio-padrédo do controle demonstrou que houve
variacdo no crescimento natural de S. aureus somente na presenca dos meios de cultura. Os
gréficos de desvio-padrdo foram confeccionados para legitimar a proximidade dos dados, e

com o objetivo de propor uma observacao unificada.

Figura 17- Analise do Desvio-padrdo representando o grau de varia¢do do efeito dose-dependente do

pos-bidtico de L. reuteri sobre o crescimento de S. aureus
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Legenda: O eixo Y indica a densidade dptica (600 nm), o eixo X indica a concentragdes seriadas dos compostos
analisados O eixo X indica o sentido de concentracdo dos compostos testados, esses valores representam dilui¢éo
seriada dos compostos analisados da maior a menor concentragdo. A linha pontilhada laranja representa a media
global do controle positivo, com desvido em seu ponto inicial. As barras representam desvio-padrdo das replicatas
bioldgicas

5.6. Testes CIM para S. aureus — p6s-bidético de L. rhamnosus

L. rhamnosus é uma bactéria Gram-positiva, anaerdbia, e uma das cepas probioticas
mais estudadas do mundo desde sua descobera em 1985. Possui propriedades antibacterianas,
e foi capaz de inibir a adesdo de S. aureus aos queratindcitos, que produzem queratina e
possuem a fungdo de promover uma barreira protetora na pele, além disso o L. rhamnosus e o
seu pos-bidtico inibiram o crescimento de S. aureus, apresentando assim duas propriedades
benéficas da variante probiotica (MOHAMMEDSAEED et al., 2014).

Observa-se na Figura 18 que o p6s-biético de L. rhamnosus reduziu significativamente
0 crescimento de S. aureus nas concentragdes de 50%, 25% e 12,5%, em relagdo ao controle.
Nas demais concentra¢des houve reducdo, e um aumento nas concentracdes de 6.25% e 3.12%

em pelo menos 3 dos resultados inseridos nos graficos. Nas demais concentragdes, embora se



600nm

63

observe reducdo, hd um crescimento exponencial proximo ao controle, que representa o
crescimento normal da bactéria a medida que bioativo reduz a dose. Outro fenémeno observado
foi a reducdo do crescimento nas ultimas concentracfes, com enfase em 1,56% e 0,58%. O
pos-biotico foi capaz de reduzir o crescimento de S. aureus em todas as concentracOes, e

demonstrou que quando maior a concentracdo, melhor o efeito microbicida do pds-bidtico.

Figura 18 - Efeito dose-dependente do po6s-bidtico de L. rhamnosus sobre o crescimento de S. aureus
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Legenda: A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade Optica (600
nm), o eixo X indica a concentragdes seriadas dos compostos analisados A numeracdo (1-8) no eixo X indica o
sentido de concentracdo dos compostos testados, esses valores representam diluicdo seriada dos compostos
analisados (da maior a menor concentracdo 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 pontilhada preta representa o controle positivo com 0 meio MH
com a presenca do MRS e S. aureus. A linha azul turquesa representa o controle positivo MH e S. aureus. A linha
amarela representa o teste: poOs-bidtico de L. rhamnosus seguindo diluicdo seriada e S. aureus. As figuras
representam quadruplicata biolégica com dados similares
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As linhagens probidticas L. brevis e Bifidobacterium bifidum também foram capazes de
reduzir o crescimento de S. aureus, demonstrando através do compilado de estudos
apresentados neste estudo, que diversas espécies probidticas possuem atividade antibacteriana,
sugerindo que um efeito conjunto potencialize o efeito (MORAES et al., 2019).

A Figura 19 indica os coeficientes de variagéo entre 0s experimentos, demonstrando
que ha uma variacdo proxima entre as concentra¢Ges de 50 e 12,5%, e nas concentra¢des 1,56
e 0,78%, explanando que estas concentracfes do pos-biodtico de L. rhamnosus apresentaram
constancia em seus resultados, e as demais concentracBes apresentaram variacdes

aproximadas.

Figura 19 - Andlise do Desvio-padrdo representando o grau de variagdo do efeito dose-dependente do
pos-bidtico
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Legenda: O eixo Y indica a densidade dptica (600 nm), o eixo X indica a concentra¢des seriadas dos compostos
analisados O eixo X indica o sentido de concentracdo dos compostos testados, esses valores representam dilui¢éo
seriada dos compostos analisados da maior a menor concentragdo. A linha pontilhada azul turquesa representa a
media global do controle positivo, com desvido em seu ponto inicial. As barras representam desvio-padrdo das
replicatas bioldgicas.

Outro estudo, com foco em cepas probidticas, relatou que o caldo de cultura L.
plantarum apontou atividade inibitoria contra isolados de S. aureus, validando a hipétese de
gue ha uma potencial atividade antimicrobiana proveniente destes substratos (MUSA, 2022).

A necessidade de investigar patdégenos de origem alimentar vem crescendo
exponencialmente, a partir disso, probidticos como L. rhamnosus, se tornaram foco de diversos
estudos. L. rhamnosus foi capaz de reduzir a formacao de biofilme de Salmonella enterica,
demonstrando que sua presenca promove reducgdo de crescimento onde ha colonizagdo dessa

cepa bacteriana L. rhamnosus possui agdo biossurfactante, mudando a tenséo superficial do
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meio emulsificando-o e tornando-o mais propicio para o seu crescimento (NITSCHKE;
PASTORE, 2002; .

No estudo de FORKUS, et al. (2017), comprova-se a eficiéncia e atividade
antimicrobiana dos probidticos, podendo-se observar em seus ensaios uma significativa reducéo
de S. enterica nos tratos gastrointestinais de aves de capoeira (domesticadas), que s&o
hospedeiras assintomaéticas, viabilizando uma disseminacao rapida do patégeno. Foi possivel
assistir uma significativa melhoria nas contagens de S. enterica apds administracdo do
probidtico (FORKUS et al., 2017).

Previamente a conclusdo de que determinados probidticos conferem beneficios a satde
é necessario verificar a viabilidade celular, no entanto, a auséncia da disponibilidade celular
estd em conjunto com auséncia de beneficio ao hospedeiro, onde seus produtos metabolicos
podem apresentar até mesmo ameaca a saude. Os cientistas elucidaram diversas nomenclaturas
para caracterizar esses elementos inviaveis: probidticos ndo viaveis, probioticos mortos pelo
calor, probidticos tindalizados, lisados celulares, ghostbiotics e pos-bioticos, o que apesar de
ndo individualizar a definicdo, da aos termos uma amplitude indesejada para a ciéncia devido a
necessidade de esclarecer e especificar os significados, conceitos e mecanismos
(VINDEROLA,; SANDERS; SALMINEN, 2022).

5.7. Testes CIM para S. aureus — pos-bidtico de NaBut

A eficacia do NaBut foi observada em um estudo que avaliava o potencial anti-
inflamatdrio mediado por inibicdo das histonas desacetilases (HDACI) suavizando a producéo
e secrecdo de citocinas pro-inflamatérias, agindo como feedback imunitario aos
lipopolissacarideos em macréfagos. Tal inibicdo, modulada por butirato também possui acdo
neuroprotetora promovendo a preservacdo dopaminérgica e de possiveis danos ao DNA (Acido
Desoxirribonucleico), como demonstrado em estudos realizados in vitro. Em um ensaio
realizado in vivo com Doenca de Parkinson de drosofila, observou-se que NaBut melhorou
significativamente os déficits locomotores e decaiu os indices de mortalidade (CANTU-
JUNGLES; RASMUSSEN; HAMAKER, 2019).

Observa-se na Figura 20 que o NaBut reduziu significativamente o crescimento de S.
aureus nas concentragcdes de 50 mM, 25 mM, 12,5 mM, 6,25 mM e 3,12 mM em relacdo ao
controle, como demonstrado na Figura 21 A e B. Nas demais concentracfes houve um
crescimento capaz de superar o controle, hipotetizando que as concentragdes 0.78 mM e 0.39
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mM favorecem o crescimento da bactéria. O NaBut na maior concentracdo, demonstrou efeito

redutor no crescimento de S. aureus, e na menor concentracdo favoreceu seu crescimento.

Figura 20 - Efeito dose-dependente de NaBut sobre o crescimento de S. aureus
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Legenda: A andlise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas, seguindo 0 mesmao protocolo de diluicéo

dos Lactobacillus spp. O eixo Y representa a densidade éptica (OD 600 nm), o eixo X (1-8) representa as
concentracdes seriadas do reagente analisado, do mais concentrado para 0 menos concentrado. A linha preta
pontilhada representa o controle positivo, po¢o que contém apenas S. aureus e MH. A linha roxa representa o
grupo tratado com concentracdes seriadas do NaBut na presenca 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]. As
figuras representam triplicata biolégica com dados semelhantes

Chen, Guangxin et al., 2018, investigou as atividades anti-inflamatérias do NaBut e
acOes benéficas na parede intestinal, e constatou em seu estudo que o NaBut melhorou
significativamente a resposta inflamatdria e a disfuncéo da barreira do epitélio intestinal em
camundongos, reforcando o efeito complementar com probiGticos para promover a

descolonizacdo de micro-organismos invasores (CHEN et al., 2018).
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A Figura 21 indica os coeficientes de variagdo entre 0s experimentos, demonstrando
que ha uma variacdo proxima entre as concentragdes de 25 e 12,5 mM, onde é possivel observar
uma reducao do crescimento e nas concentracdes de 0,78 e 0,39 mM nos quais o crescimento
na presenca do NaBut foi favorecido, superando a linha do controle. Estas concentragfes do
NaBut apresentaram constancia em seus resultados, e as demais concentra¢des apresentaram
variagOes aproximadas. A concentragbes de alta molaridade de NaBut pode reduzir o
crescimento de S. aureus, e as baixas concentracdes demonstraram o fenémeno de favorecer o

seu crescimento.

Figura 21— Analise do Desvio-padrdo representando o grau de variacdo do efeito dose-dependente
NaBut sobre o crescimento de S. aureus.
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Legenda: O eixo Y indica a densidade 6ptica (600 nm), o eixo X indica a concentracfes seriadas dos compostos
analisados. O eixo X indica o sentido de concentragdo dos compostos testados, esses valores representam dilui¢éo
seriada dos compostos analisados da maior a menor concentragdo. A linha pontilhada roxa representa a media
global do controle positivo, com desvido em seu ponto inicial. As barras representam desvio-padrdo das replicatas
bioldgicas
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6. Conclusdo

As investigagdes acerca dos beneficios, composicdo e principios ativos dos
Lactobacillus spp. vem se expandindo progressivamente. Interessantemente, diferentes estudos
sugerem os pro, pre e/ou p6s-bidticos como uma promissora abordagem terapéutica. Por outro
lado, estudos discutem que quando em baixas concentragfes dos Lactobacillus spp. e
consequentemente diminuicdo dos seus po6s-bidticos, o crescimento patogénico progride. Este
cenario de competicdo entre micro-organismos € consonante com as ideias de relagdes
ecologicas desarmonicas, contexto que, desde as observagdes empiricas dos primeiros
antibidticos, norteiam antigas e novas descobertas sobre abordagens antimicrobianas.

Neste estudo testamos a hipOtese de que produtos metabolicos produzidos por
Lactobacillus spp. podem reduzir ou impedir a colonizagdo por bactérias patogénicas. Aqui,
investigamos relagdes desarmdnicas entre micro-organismos de modo a elucidar o efeito de
pos-bioticos s de Lactobacillus spp. e do Butirato de Sédio sobre o crescimento das bactérias
com elevado impacto em ambiente hospitalar, responsaveis por casos de Infeccdes
Relacionadas a Assisténcia (IRA) e capazes de adquirir multiplas resisténcias: Klebsiella

pneumoniae e Staphylococcus aureus.

Figura 22 - Sintese da hipotese de Relagdes desarmonicas entre micro-organismos.
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Legenda: A competicdo promovida pelo aumento dos Lactobacillus spp. desequilibra a populacéo e colonizagédo
por bactérias patogénicas oportunistas. Em contrapartida, a diminuicao de Lactobacillus spp. ou de seus produtos
secretados, resulta no aumento da populagdo de micro-organismos patogénicos

Fonte: Elaboracdo propria.
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Os pos-biodticos testados neste estudo demonstraram atividade favoravel e progressiva
para a reducéo das populagdes de K. Pneumoniae e S. aureus. Os testes de CIM empregando
concentracOes variadas de pds-bioticos das espécies L. reuteri, L. rhamnosus e do acido graxo
de cadeia curta, NaBut, demonstraram que quando presentes em concentracdes especificas no
meio, promovem redugéo no crescimento de K. pneumoniae e S. aureus.

A partir dos resultados analisados pode-se afirmar que as concentragdes de 50, 25 e
12.5% de L. reuteri e L. rhamnosus reduziram o crescimento de ambas as bactérias, quando
comparado ao grupo controle (auséncia de pos-bioticos). J& NaBut, foi capaz de reduzir o
crescimento de K. pneumoniae nas concentragfes de 50 mM, 25 mM, 12,5 mM e 6,25 mM, e
também de S. aureus nas concentra¢des de 50 mM, 25 mM, 12,5 mM, 6,25 mM e 3,12 mM.

Diante da constante e crescente resisténcia aos antibioticos no atual cenario da saude
mundial, os dados deste estudo se tornam oportunos, pois primaram em investigar novas
abordagens terapéuticas que atuem no combate a micro-organismos resistentes, ou que atuem
como plano complementar em conjunto aos antibidticos, seja potencializando seus efeitos ou
auxiliando na eliminacéo de patogénicos.

Embora a literatura descreva efeitos benéficos dos probidticos e do NaBut, ainda sdo
escassos dados com uso de pos-bidticos, o que torna este estudo pioneiro, no tocante ao tema e
a escolha dos patdgenos estudados. A elucidagcdo do que compde os pds-bidticos sera uma
ascencdo nas pesquisas nesse campo, podendo verificar isoladamente cada componente e
também em sinergismo, podendo potencializar seu efeito.

Por fim, os dados deste trabalho sugerem que os pds-bidticos podem se tornar uma
abordagem coadjuvante terapéutica, com melhor economicidade e, especialmente, com um
impacto de selecdo de linhagens resistentes significativamente menor que 0s antimicrobianos

atuais, visto que é uma relacdo desarmdnica promovida por competicéo.
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