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RESUMO

A crescente resisténcia antimicrobiana de enterobactérias representa um desafio significativo
na area da saude, tornando-se uma preocupacdo global devido a limitada disponibilidade de
opcdes terapéuticas eficazes. Nesse cenario, os probioticos isolados de diversas fontes, como
cepas do género Lactobacillus, tém emergido como uma abordagem promissora para combater
infecgdes resistentes. Neste estudo, investigou-se a atividade antibacteriana e antibiofilme de
cepas de L. paracasei (Lpk 01) previamente isoladas de graos de kefir contra cepas de
Escherichia coli (C22, C27, C55 e ATCC 11303) e Klebsiella spp. (C17, C21, C28 e ATCC
700603). Primeiramente, foi estabelecida a sensibilidade antibidtica do Lpk 01 através da
microdilui¢do em caldo de acordo com BrCAST. Em seguida, foi realizada a avaliacdo da
atividade antagdnica entre a cepa probidtica contra os enteropatégenos por meio da técnica de
Spot Overlay. O sobrenadante de Lpk 01 (Lpk-cf) foi entdo preparado e testado quanto a
atividade antimicrobiana utilizando o teste de microdilui¢do. Por fim, o efeito de Lpk-cf ndo
neutralizado contra biofilmes pré-formados (24h) foi testado. O Lpk 01 se mostrou sensivel a
maioria dos antimicrobianos testados. Além disso, os resultados demonstraram um potente
antagonismo do Lpk 01 contra as cepas de enterobactérias (R>6mm), com a capacidade de
inibicdo variando de acordo com o pH do meio. Esse efeito foi confirmado com o teste de
microdilui¢do, no qual o Lpk-cf ndo neutralizado exerceu inibicdo sobre o crescimento
planctonico, demonstrando um efeito antimicrobiano variando de 20 a 50% de Lpk-cf. Foram
observadas diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao controle em quase todas as
estirpes estudadas e em todas as porcentagens de Lpk-cf testadas, sem uma relacdo dose-
resposta aparente, com redu¢do de em média 50% da biomassa. Com isso, os resultados
indicaram que o Lpk 01 possui potencial antibacteriano e antibiofilme promissor, sugerindo

essa cepa probidtica como alternativa terapéutica contra enteropatdogenos.

Palavras-chave: Antibiofilme, Probiotico; Lactobacillus spp.; Resisténcia antibiotica



ABSTRACT

The increasing antimicrobial resistance of enterobacteriaceae poses a significant challenge in
healthcare, becoming a global concern due to the limited availability of effective therapeutic
options. In this context, probiotics isolated from various sources, such as strains of the
Lactobacillus genus, have emerged as a promising approach to combat resistant infections. This
study investigated the antibacterial and antibiofilm activity of L. paracasei strains (Lpk 01)
previously isolated from kefir grains against strains of Escherichia coli (C22, C27, C55, and
ATCC 11303) and Klebsiella spp. (C17, C21, C28, and ATCC 700603). Initially, the antibiotic
sensitivity of Lpk 01 was established through broth microdilution according to BrCAST
standards. Subsequently, the antagonistic activity of the probiotic strain against the
enteropathogens was evaluated using the Spot Overlay technique. The supernatant of Lpk 01
(Lpk-cf) was then prepared and tested for antimicrobial activity using the microdilution test.
Finally, the effect of non-neutralized Lpk-cf on pre-formed (24h) biofilms was tested. Lpk 01
showed sensitivity to most of the antimicrobials tested. Furthermore, the results demonstrate
potent antagonism of Lpk 01 against enterobacterial strains (R>6mm), with the inhibitory
capacity varying according to the medium's pH. This effect was confirmed with the
microdilution test, in which the non-neutralized Lpk-cf inhibited planktonic growth, showing
an antimicrobial effect ranging from 20 to 50% of Lpk-cf. Statistically significant differences
compared to the control were observed in all studied strains, and all Lpk-cf percentages were
tested without an apparent dose-response relationship, with an average reduction of 50% of
biomass. Thus, the results indicate that Lpk 01 has promising antibacterial and antibiofilm

potential, suggesting this probiotic strain is a therapeutic alternative against enteropathogens.

Keywords: Antibiofilm; Antibiotic resistance; Probiotic; Lactobacillus spp.
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1 INTRODUCAO

As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs) sdo manifestacdes clinicas
causadas a partir da ingestao de alimentos e/ou dgua contaminados por bactérias, virus, fungos
ou toxinas (BRASIL, 2017). Ainda que os sintomas mais comuns se limitem a desconfortos
gastrointestinais, outros mais graves podem estar associados, o que representa uma preocupagao
global de saude publica, principalmente diante dos indices de morbimortalidade pelos quais sao
responsaveis, especialmente nos publicos mais vulneraveis, como gestantes, criangas e idosos
(BRASIL, 2017; PIRES et al, 2021). Embora a preocupagdo sobre esta problematica seja
crescente, a seguranga alimentar ainda ¢ muito negligenciada e a subnotificacdo desses casos
ainda ¢ um desafio para o controle dessas infec¢des (LEE; YOON, 2021; PIRES et al., 2021).

Dentre os enteropatogenos envolvidos na etiologia dessas doengas, estdo
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, bactérias patogénicas gram-negativas pertencentes a
familia Enterobacteriaceae, naturalmente presentes no intestino humano, porém uma pequena
parte das suas estirpes apresentam patogenicidade. Seus mecanismos de patogenicidade se dao
de diversas maneiras, como a capacidade de adesdo e coloniza¢do das células intestinais,
producdo de toxinas, bem como a formac¢do de uma matriz polimérica, conhecida como
biofilme, favorecendo o aparecimento de resisténcia aos antimicrobianos (PAITAN, 2018;
PALETTA et al., 2020). Como consequéncia, as enterobactérias como E. coli, K. pneumoniae,
Proteus spp. e Enterobacter spp. sdo causas comuns de pneumonias nosocomiais, infec¢des na
corrente sanguinea, trato urindrio, trato gastrointestinal e regides intra-abdominais
(MLYNARCIK; RODEROVA; KOLAR, 2016; HAMILTON et al., 2018).

A forma de tratamento mais utilizada para combater estas infecgdes ¢ o uso de
antimicrobianos. Dentre as classes de escolha, estdo os beta-lactimicos, que possuem um anel
central de quatro membros chamado beta-lactama. Assim como em outros antimicrobianos, seu
uso extensivo e indiscriminado levou a disseminagdo da resisténcia microbiana, que acontece
por diversos mecanismos, dentre eles cita-se a acdo da enzima beta-lactamase que hidrolisa a
ligagdo amina do anel, diminuindo ou desativando suas propriedades antibacterianas (TOOKE
et al., 2019). Além disso, a modificagdo da permeabilidade da membrana, bomba de efluxo,
inibicdo da ligacdo do farmaco nos sitios de ligacdo que levam a resisténcia microbiana,
dificultando tratamento e controle destas doengas (LIMA et al., 2020).

Adicionalmente, muitos microrganismos patogénicos possuem uma capacidade
intrinseca de formagao de agregados microbianos, conhecidos como biofilmes, que representam

mais uma forma de resisténcia microbiana. Estes se unem e se transformam em comunidades
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multicelulares submersas em uma matriz autoproduzida extracelular rica em
exopolissacarideos, DNA extracelular, material proteico, bem como apéndices celulares, que
possui fungdo protetora contra condi¢cdes ambientais adversas como prote¢do contra raios
ultravioletas (UV), varia¢des de temperatura, pH, pressdo, salinidade e terapias antibidticas,
representando uma das principais causas de infec¢des resistentes e recorrentes de patdgenos
(VERDEROSA et al., 2019; YIN et al., 2019).

Considerando os mecanismos de resisténcia dos antimicrobianos, a busca de
terapias alternativas estd cada vez mais em evidéncia. Nessa perspectiva, o uso de probidticos
tem se mostrado uma estratégia eficaz para controle e prevencao de infecgdes bacterianas, assim
como prevenir ou neutralizar a formagao de biofilme (VUOTTO; LONGO; DONELLI, 2014).
Estes sdo microrganismos que pertencem a diferentes géneros e espécies, tanto de bactérias,
como de leveduras e que, quando administrados de forma correta, conferem beneficios a saude
(BRASIL, 2021).

Dentre as classes de probidticos, destaca-se o género Lactobacillus por estar
associado a modulagdo do sistema imunologico, perfil lipidico sanguineo, controle do diabetes,
além da sua conhecida aplicabilidade biotecnoldgica no controle de bactérias patogénicas
(SLATTERY; COTTER; O’TOOLE, 2019). Sao bactérias Gram-positivas produtoras de acido
latico (BAL’s), usualmente encontradas em ambientes anaerdbicos e capazes de colonizar o
mesmo compartimento intestinal (epitélio do célon) que as enterobactérias (RUIZ et al., 2017).

Este género bacteriano pode ter diversas origens, dentre estas estdo os graos de Kefir,
que sdo compostos por uma mistura simbiotica complexa de bactérias e leveduras contidas em
uma matriz de polissacarideos denominada kefirano que envolve toda a comunidade de células.
Estes graos, quando inoculados em leite ou outros substratos agucarados, agem como cultura
microbiana inicial dando origem a uma bebida probiotica fermentada (FIORDA et al., 2017).
Bengoa et al. (2021) asseguram em revisao, que os graos de kefir, tanto de d4gua quanto de leite,
sdo fontes seguras para o isolamento de novas cepas de L. paracasei.

Além disso, os lactobacillus possuem um importante valor biotecnoldgico tanto
para a nutricdo humana, quanto para a microbiologia de alimentos, visto que algumas cepas
exercem um papel de destaque na produgdo e conservacao de alimentos (RUIZ et al., 2017).
Em geral, as BAL’s s3o consideradas GRAS (Generally Recognized as Safe) pela FDA
(Federal Drug Administration), que indica que quando um microrganismo ou derivado ¢
adicionado aos alimentos, ¢ considerado seguro para consumo. Assim, cepas deste género sao
consideradas boas op¢des para desenvolvimento de produtos que atuem como adjuvantes em

tratamentos de patologias (PLAVEC; BERLEC, 2020).
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Portanto, este projeto busca investigar se a atividade do sobrenadante de
Lactobacillus paracasei (Lpk 01) livre de células (Lpk-cf) isolados de graos de kefir tem a
capacidade de combater enterobactérias resistentes, atuando tanto na inibicdo de seu
crescimento, quanto na formacgao de biofilmes. Nessa circunstancia, a presente pesquisa podera
abrir novas perspectivas para o uso de probidticos como uma abordagem terapéutica para
infec¢des causadas por enterobactérias resistentes e biofilmes bacterianos, contribuindo para o
desenvolvimento de estratégias mais eficazes no tratamento dessas infecgdes.

Assim, torna-se necessario responder a seguinte problematizacdo: A aplicagdo
biotecnoldgica do sobrenadante de L. paracasei obtidos a partir dos graos de kefir pode
combater os biofilmes microbianos de enterobactérias resistentes, superando mecanismos de
resisténcia a antimicrobianos? Entdo, a proposta desse trabalho foi avaliar o potencial
antibacteriano e antibiofilme de sobrenadante de L. paracasei obtidos de graos de kefir contra

1solados de enterobactérias resistentes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs)

Consideradas um problema de saude publica de cunho econdmico e social em todo
o mundo, as DTAs sdo quaisquer manifestagdes clinicas causadas pela ingestdo de alimentos
ou agua contaminados (SORAGNI et al., 2019; PIRES et al., 2021). Estas podem ser causadas
por bactérias, virus, parasitas ou produtos quimicos e se apresentam, comumente, através de
sintomas gastrointestinais, podendo ter repercussdes mais graves dependendo da idade e do
sistema imunologico (KIM; RYU; LEE, 2018). Além disso, os sintomas variam de acordo com
o microrganismo envolvido, sendo os mais comuns diarreia, vomito, cdlicas, dor de cabeca e
febre, embora outras manifestacdes como visdo turva, fraqueza, ictericia e urina escura possam
acontecer com menor frequéncia. Condi¢des mais graves podem, ainda, envolver insuficiéncia
renal, respiratoria, bacteremia, meningite e morte (FDA, 2022).

Nos Estados Unidos, 48 milhdes de novos casos sdo registrados a cada ano, o que
equivale a 1 a cada 6 americanos (FDA, 2022). Marques e Trindade (2022) analisaram o recorte
temporal de 2000 a 2021 dos surtos de DTAs no Brasil, onde encontraram 14.590 surtos
registrados, com 266.247 casos confirmados, e 212 Odbitos, destes 23.214 (8,72%) foram
causados por E. coli e 112 (0,04%) por K. pneumoniae. O Nordeste aparece em terceiro lugar
em propor¢ao de ocorréncias (18%) e em segundo lugar em mortes (24%), sendo o maior
namero de registros (26.486) e 6bitos (18) no estado de Pernambuco. Entre os anos de 2017 e
2018, 38 surtos alimentares foram registrados no Ceard, divididos em apenas 9,7% (18/184)
dos municipios, com a maior incidéncia em Cratets com 11 em 2017 ¢ 2 em 2018 (CEARA,
2018).

Apesar do expressivo numero de casos relatados, estudos demonstram que ainda ha
um elevado indice de subnotificagdes envolvendo esta problematica. Um dos fatores que
contribuem para a baixa destas notificagdes ¢ a falta de conhecimento da populagdo sobre as
consequéncias que as doengas podem trazer e a maioria apresentar sintomas leves, levando a
ndo procura por atendimento médico (OLIVEIRA; FERREIRA, 2021). Além disso, ha
negligéncia no preenchimento das fichas oficiais pelos profissionais de satide e falta da busca
ativa na comunidade por parte das Unidades Basicas de Saude (UBS). A subnotificagdo traz
impacto negativo a comunidade, uma vez que a divulgacdo dessas informagdes e o

conhecimento acerca das DTAs tornaria possivel reduzir sua incidéncia e subsidiar medidas de
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prevencao e controle, melhorando a qualidade de vida da populagdo (OLIVEIRA; FERREIRA,
2021; MARQUES; TRINDADE, 2022).

Condigdes de saneamento bésico precérias, ma qualidade da dgua para consumo
humano, mas praticas de higiene pessoal e coletiva e manejo incorreto dos alimentos sdo fatores
de risco para a propagacdo das DTAs. Com isso, agdes que incentivem a prevencdo e controle
destas doengas ¢ essencial, bem como investimento publico para melhoria da infraestrutura em
saneamento basico adequado para a populagdo. Assim, 6rgdos publicos orientam ac¢des de
prevencao como: lavar bem as maos com agua e sabao antes de consumir ou preparar alimentos,
apos utilizar o banheiro, apés manuseio de carnes cruas, apos tocar em animais € outros;
consumir carnes bem passadas, leite e derivados pasteurizados ou fervidos e alimentos com
boas condi¢des de higiene e preparo; Ensacar e manter a tampa do lixo sempre fechada;
higienizar adequadamente frutas e verduras; Garantir o acesso da populagdo aos servicos de
saude e orientar a importancia de procurar o servi¢o no caso de infec¢des; e outros (BRASIL,
2021).

Embora os contaminantes de alimentos possam ter diversas origens, os principais
causadores de DTAs no mundo, sdo os agentes biologicos, que envolvem virus, fungos,
bactérias e parasitas (BRASIL, 2021). Os virus, embora ndo cres¢am diretamente nos alimentos,
podem contaminar os mesmos em diferentes fases da sua produgdo e manuseio, essas particulas
podem permanecer por longos periodos nos alimentos sem perder a infectividade até atingir o
consumidor. Os surtos virais registrados nos ultimos anos sdo crescentes, especialmente por
Norovirus e Rotavirus humano, sendo este ultimo a principal causa de gastroenterites em
criangas de até cinco anos em todo o mundo (PEXARA; GOVARES, 2020; LUCACCIONI,
MACHADO, 2021). J4 os fungos, contaminam os alimentos através da producdo de metabolitos
secundarios chamados micotoxinas, que podem estar presentes em uma gama de alimentos
basicos do dia a dia, em especial os cereais. Os fungos filamentosos que trazem maior
preocupacdo para a saude publica sdo dos géneros Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium
sp., uma vez que as consequéncias destas infec¢cdes podem ir além de sintomas gastrointestinais,
chegando a ter efeitos de carcinogenicidade, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade,
neurotoxicidade e teratogenicidade em humanos e animais (ARRUDA; BERETTA, 2019;
HAMAD et al, 2023).

Entretanto, dentre os perigos biologicos, destacam-se as bactérias, atuando tanto
diretamente no organismo, quanto através da producdo de toxinas (MELO et al., 2018;
AMARAL et al., 2021). Estas sdo responsaveis por dois tercos das DTAs em todo o mundo,
com alta carga nos paises em desenvolvimento (ABEBE; GUGSA; AHMED, 2020). Neste
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contexto, as DTAs sdo consideradas um processo infeccioso e se manifesta apos a ingestdo de
agua ou alimento contaminado com a bactéria patogénica viva e apta a crescer em condi¢des
do trato gastrointestinal (BERNARDES et al., 2018). Com isso, tanto espécies Gram-negativas
quanto Gram-positivas estdo associadas ao desenvolvimento de DTAs. Staphylococcus
aureus, Salmonella, Campylobacter, Listeria monocytogenes, K. penumoniae e E. coli s30 0s
principais patogenos bacterianos zoondticos envolvidos (ABEBE, GUGSA, AHMED, 2020).
Dentre estas, destacam-se as Gram-negativas, chegando a causar 69% das infecgdes registradas,
especialmente as pertencentes a familia Enterobacteriaceae, a exemplo de espécies de
Salmonella, E. coli e K. pneumoniae (OLIVEIRA et al., 2015; HARTANTYO et al., 2020;
KIM; KIM, 2021).

2.2 Enterobactérias

As enterobactérias sdo bactérias Gram-negativas, em formato de bastonete,
anaerdbias facultativas, possuem motilidade varidvel, sdo fermentadoras de glicose e
produtoras de catalase, além disso, metabolizam diversas substancias como carboidratos,
proteinas, aminodcidos, lipideos e acidos organicos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Estas
compdem naturalmente a microbiota intestinal de humanos e animais, embora possam ser
consideradas agentes infecciosos e serem associadas a diversas patologias. (JENKINS et al.,
2017). Com mais de 85 anos de estudos, Enterobacteriaceae, pertencente a ordem
Enterobaterales, ¢ a familia com maior diversidade taxondmica conhecida atualmente. Um
estudo realizado mostra uma expansdo de géneros e espécies no periodo de 1974 a 2020, com
relevante aumento apos 2005, devido ao avango tecnologico em estudos de taxonomia de
procariotas. De acordo com o LPSN (Lista de Nomes Procaridticos com Posi¢do na
Nomenclatura), o nimero de géneros conhecidos desta familia aumentou de 12 para 68, com
355 espécies cadastradas em 2020. Estas podem ser encontradas em um grande nicho de
ecossistemas ambientais que incluem trato gastrointestinal de vertebrados, vegetacdo, agua,

insetos e outros (Figura 1) (JANDA; ABBOTT, 2021).
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Figura 1 - Representacdo dos principais géneros de enterobactérias relacionados a diversos
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Fonte: Modificado de JANDA e ABBOTT, 2021.

2.2.1 Enterobactérias patogénicas

Comumente, as enterobactérias sao encontradas em alimentos, tornando-os uma das
principais formas de contaminacdo humana por estas. Estudos realizados em diversos paises
demonstram contaminacao por espécies de E. coli e K.pneumoniae em carnes, filé de peixe,
frango, iogurte, cottage, queijo fresco e vegetais cru, figado de frango e porco e outros
(HARTANTYO et al., 2020; KHATER et al., 2021; KURITTU et al., 2021). De forma geral,
estas infeccdes se apresentam através de sintomas gastrointestinais, entretanto, estdo associados
também a manifestacdes extraintestinais, especialmente as infec¢des por E. coli e K.
pneumoniae, que podem causar infeccdes do trato urindrio e da corrente sanguinea,
respectivamente (RILEY, 2020).

E. coli ¢ um bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo, mesoéfilo, tendo como
temperatura 6tima de crescimento 37 °C, ndo esporulado, que pode ser movel ou imovel, capaz
de fermentar glicose, lactose e outros agucares, ¢ catalase positivo e oxidase negativo. E
comensal da flora intestinal de humanos e animais, coexistindo sem causar danos, entretanto,
pode se tornar oportunista, adquirindo genes de viruléncia e tornando-se um patégeno capaz de
gerar variadas doengas intestinais e extra intestinais que vao desde infec¢des gastrointestinais

até¢ infec¢des urinarias. Além disso, esta bactéria pode ser responsavel pela infec¢do de
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dispositivos médicos, gerando infecgdes hospitalares (WINN et al., 2018; RILEY, 2020;
PAKBIN, BRUCK, ROSSEN, 2021).

Desta forma, suas cepas patogénicas podem ser classificadas em E. coli
enterotoxigénico (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC),
E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli difusamente aderente (DAEC) e E. coli produtora de
toxina Shiga (STEC), sendo esta ultima a mais relatada em surtos alimentares, responsavel por
cerca de 250.000 casos de infecgdes nos Estados Unidos, seguida da ETEC, com cerca de
80.000 casos. (FLECKENSTEIN, KUHLMANN, SHEIKH, 2021; CDC, 2022). Também
conhecida como E. coli enterohemorragica (EHEC) ou E. coli verotoxigénica (VETEC), a
STEC produz uma citotoxina potente chamada Shiga (stx) que possui dois subgrupos, stx1 e
stx2, e é a principal responsavel pelas repercussdes patologicas. E transmitida para humanos
através do consumo de agua e alimentos contaminados, sendo os bovinos e caprinos seus
principais reservatdrios de infeccdo, respectivamente (MENGE, C., 2020; THOMAS et al.,
2012).

Por outro lado, o género Klebsiella se caracteriza por ser um bacilo Gram negativo,
anaerobico facultativo, imovel, medindo 0,3 a 1um de didmetro e de 0,6 a 6um de comprimento
e encapsulado, produz coldnias grandes e viscosas quando cultivadas em placas com nutrientes.
Sao oxidase negativos, fermentam glicose e lactose, reduzem nitrato, lisina positivos, citrato e
indol negativos, utilizam o citrato como fonte de carbono e hidrolisam a ureia, formando ou
ndo gas (BRISSE; GRIMONT; GRIMONT, 2006; ZHAO et al., 2010). A espécie a K.
pneumoniae merece destaque, uma vez que ¢ a de maior relevancia clinica com ampla
distribuicdo no meio ambiente e microbiota intestinal de animais homeotérmicos, além de ser
considerada um patdgeno oportunista associado a Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Saude
(IRAS) (HENRIKSEN, SMART, HAMED, 2018; WYRES; LAM; HOLT, 2020). Embora
esteja muito associada a infecgdes nosocomiais, esta vem sendo cada vez mais isolada de alguns
alimentos como pescados, frango, vegetais crus, leite materno e sua infec¢@o estd relacionada a
ma manipulacdo de alimentos (RETTEDAL et al., 2012; ALMEIDA et al., 2017; KHALIFA et
al., 2020).

As infecgdes por estas bactérias representam um problema de satude publica, uma
vez que ambos os géneros tém apresentado uma crescente prevaléncia de resisténcia
antimicrobiana, dificultando as formas de tratamento e aumentando a disseminag¢do desta
resisténcia. A K. pneumoniae, por exemplo, integra os microrganismos ESKAPE, um acrénimo
formado pelo nome de seis microrganismos com elevado poder de multirresisténcia e

viruléncia, sdo eles: Enterococcus faecium, S. aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter
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baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp (ROSA et al., 2020). Além disso, a
multirresisténcia da E. coli tornou-se uma questdo preocupante, pois embora esta seja
intrinsecamente susceptivel a quase todos os agentes antimicrobianos clinicamente relevantes,
possui grande capacidade de acumular genes de resisténcia, principalmente por meio de

transferéncia horizontal. (POIREL et al., 2018).

2.3 Resistencia antibiotica

A OMS define resisténcia como a habilidade dos microrganismos resistirem a agao
dos antimicrobianos através da producao de diversos fatores que possam interferir diretamente
na atividade do fArmaco, principalmente fatores genéticos. Essa condi¢ao se tornou um grande
problema de satide publica, visto que os microrganismos passaram a ser resistentes a uma vasta
classe de antibitticos, tornando os medicamentos ineficazes, aumentando os quadros de
infec¢des, dificultando seu tratamento (OMS, 2023).

No contexto do tratamento de enfermidades ocasionadas pela presenga das
enterobactérias, as principais classes de antibidticos utilizadas sdo os beta-lactdmicos,
cefalosporinas, carbapenémicos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas (CISSE et al., 2019;
VAZOURAS et al., 2020; TOMPKINS; DUIN, 2021). Entretanto, o uso de forma indevida e
excessiva desses medicamentos, tanto em pessoas como em animais, sem auxilio de um
profissional, estd acelerando o aparecimento de resisténcia (OMS, 2023).

Os principais mecanismos farmacodindmicos de resisténcia bacteriana sio
producdo de enzimas, modificagcdo da permeabilidade da membrana, bomba de efluxo e inibicao
da liga¢do do farmaco nos sitios de ligacdo (Figura 2). As bactérias podem produzir enzimas
que degradam o fairmaco e consequentemente inativam-no, como ¢ o caso dos beta-lactamicos.
Os farmacos dessa classe, irdo atuar diretamente inibindo as enzimas produtoras de
peptidoglicano, conhecidas como PBP, entretanto, as bactérias podem produzir enzimas
chamadas de beta-lactamases que irdo degradar o anel aromatico do farmaco, inibindo sua
chegada ao sitio de ligacdo do farmaco. Outra forma de resistir & acdo destes farmacos ¢
alterando a conformidade da membrana, impedindo a entrada de medicamentos por canais de

proteinas. Essas proteinas facilitam a entrada de antibidticos de baixo peso molecular (LIMA

et al., 2020).



24

Figura 2 - Representagdo esquematica dos mecanismos
farmacodinadmicos de resisténcia bacteriana.
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Fonte: Autoria propria (2023). 1. Bomba de efluxo: expulsa
o farmaco para o meio extracelular; 2. Mudanca de sitio de
ligacdo: impede a ligacdo e acdo do farmaco; 3. Modificacao
enzimatica: producgdo de enzimas que degradam o farmaco;
4. Alteracdo da permeabilidade de membrana: impede a

entrada do farmaco pelos canais de proteina.

Os farmacos também podem ser expulsos do meio intracelular, através do
mecanismo chamado de bomba de efluxo. As bactérias possuem proteinas especiais chamadas
de bomba de efluxo que executam as atividades de selecdo e expulsdo de componentes toxicos
do meio intracelular para o meio extracelular (SHARMA; GUPTA; PATHANIA, 2019). Além
disso, pode ocorrer também a mudanca do sitio de ligagdo do antimicrobiano impedindo sua
ligacdo e consequentemente sua acdo (BLAIR et al., 2015). Outra grande preocupacao mundial,
¢ a capacidade das bactérias produzirem uma matriz polimérica extracelular (EPS), denominada
de biofilme, conferindo-lhe maior protecdo aos agentes externos (HADADI-FISHANI;
KHALEDI; FATEMI-NASAB, 2020).

2.3.1 Biofilme

A formagdo de biofilme estd envolvida em 60% dos casos de infecgdes humanas,
dificultando o processo terapéutico. E considerado biofilme, uma comunidade mono ou
multimicrobiana com alta capacidade de colonizar superficies bidticas ou abioticas, conferindo
maior resisténcia as agdes dos farmacos antimicrobianos (GAROUSI et al., 2022). Essa
combinacdo de células pode formar uma matriz polimérica extracelular a partir de agua,

exopolissacarideos, DNA extracelular e material proteico, conferindo uma barreira em toda a
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coldnia, fornecendo um ambiente rico em nutrientes, promovendo o crescimento e persisténcia
de microrganismos no local da infec¢do (TABASI et al., 2015). Além da protecao aos farmacos,
essa matriz confere protecdo a luzes UV, variagdes de pH, temperatura, escassez de nutrientes,
como também a fagocitose mediada pelo hospedeiro (HADADI-FISHANI; KHALEDI;
FATEMI-NASAB, 2020).

A colonizagdo de biofilmes ocorre através de varias etapas, reportado na literatura
por adesdo inicial, proliferagcdo, maturagdo e dispersao (Figura 3). A adesdo inicial se trata da
fase em que células microbianas, se aderem a superficies biodticas e abioticas, de forma
reversivel, em que podem estd ainda suscetivel a agcdo de antibidticos. Seguidamente ocorre a
proliferacdo microbiana, onde ha multiplicacdo de células para formagdo de microcolonias
através da formac¢do da EPS, que servird como cola para estabilizar as interagdes microbianas,
tornando o processo irreversivel. Posteriormente, ocorre a maturagdo e dispersdo celular na
forma de biofilme, para posterior adesdo a outras superficies, reiniciando o ciclo (URUEN et

al., 2020).

Figura 3 - Representa¢do esquematica da formagdo de

biofilme.
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Fonte: Autoria propria (2023). 1: Adesdo inicial do
microrganismo; 2: Formag@o de microcolonias ¢ EPS; 3:
Biofilme maduro; 4: Dispersdo de microcolonias em

biofilme.
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A formacgdo desses aglomerados, se tornou uma ameaca global crescente para o
tratamento de infecgdes, visto que, os fArmacos atuais apresentam pouco efeito benéfico na
erradicacdo desses microrganismos (MIQUEL et al., 2016; CIOFU et al., 2017). Por isso, a
comunidade cientifica tem investigado novas substancias e formula¢des capazes de combater
microrganismos de maneira mais eficiente e seletiva (WANG; SHEN; HAAPASALO, 2017;
KWASI et al., 2022; QUEIROGA et al., 2023). Para tal, os probioticos t€ém ganhado um espago
na pesquisa, como possivel alternativa no combate dessa ameaca (SHANGGUAN et al., 2021;

FERNANDES et al., 2023).

2.4 Probioticos

Ha séculos o conceito de probidticos vem sendo disseminado e aperfeicoado entre
os estudiosos, porém, foi apenas em 1954 que Ferdinand Vergin introduziu pela primeira vez o
termo “probidticos” na medicina, enfatizando, ainda, a consequéncia adversa dos antibidticos
na microflora intestinal e os beneficios destas bactérias boas trazendo efeitos positivos para a
saude humana (SAROWSKA et al., 2013). Atualmente, sabe-se que probiodticos sao
microrganismos vivos que, uma vez ingeridos em quantidades convenientes, proporcionam
diversos beneficios a saude do consumidor (WHO, 2002; ESPGHAN, 2023). Além disso, os
probiodticos, em sua maioria, sdo classificados como suplementos alimentares, portanto,
precisam cumprir critérios e procedimentos de controle de qualidade para que possam ser
comercializados e aptos ao consumo humano, a exemplo: ter propriedades ndo patogénicas, ser
resistentes aos processos tecnologicos, ter boa adesdo aos tecidos epiteliais, estabilidade na
presencga de acido e bile, ser capaz de sobreviver no ambiente gastrointestinal, de influenciar
atividades metabolicas e outras (FAO/WHO, 2001; KECHAGIA et al., 2013; DE SIMONE,
2019).

A microbiota humana ¢ composta por trilhdes de microrganismos que colonizam o
corpo humano de forma dindmica, que muda de um local para o outro e ¢ influenciada
diretamente pela dieta, estilo de vida, exposi¢cdo a bactérias do meio externo e outros. Desta
forma, sabe-se que a microbiota luminal, composta por micrébios que vivem nos alimentos em
transito e nas fezes, ¢ influenciada pelo consumo de probiodticos, que devem ser capazes de
sobreviver ao trinsito intestinal (ZHANG et al., 2016; WIEERS et al., 2020). O impacto
positivo desse consumo se d4 na capacidade do compartilhamento de genes e metabdlitos com
a microbiota hospedeira, melhorando a mesma e exercendo influéncia sobre células epiteliais e

imunoldgicas associadas (WIEERS et al., 2020).
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Com isso, os beneficios dos probiodticos sdo inimeros, como melhoria do sistema
imunologico, atuando na diminui¢do da produgdo de citocinas pro-inflamatérias e na
estimulacdo de citocinas anti-inflamatdrias e IgA secretora, que protege o epitélio intestinal de
patdgenos e toxinas; atuagdo nas doencgas inflamatdrias intestinais, coronavirus, cancer e outros
(YADAV etal., 2023). Além disso, a principal alegacdo do seu uso e crescente interesse ¢ pelo
seu impacto na microbiota intestinal, favorecendo seu equilibrio, processo de digestdo, aumento
da absor¢do de vitaminas e minerais e fortalecimento da barreira intestinal contra patdogenos
(ASPRI, PAPADEMAS, TSALTAS, 2020). Entretanto, dados clinicos sdo claros quanto aos
beneficios associados as patologias, principalmente, quando se trata de infecg¢des intestinais,
doenga inflamatoria intestinal e sindrome do intestino irritdvel (GAGLIARDI et al., 2018).

A maioria dos microrganismos probidticos aptos e utilizados para o consumo
humano pertence ao grupo das bactérias acido laticas (BAL), especialmente os Lactobacillus e
ao género Bifidobacterium. Entretanto, outros géneros como Streptococcus, Enterococcus,
Lactococcus, Pediococcus, Bacillus, Escherichia e algumas cepas de levedura ndo bacteriana

de Saccharomyces também sao utilizados (KOUTSOUMANIS et al., 2020).

2.4.1 Lactobacillus spp.

Considerados os maiores géneros da familia Lactobacillaceae, os Lactobacillus sao
caracterizados como bactérias Gram-positivas, em forma de bastonete, anaerdbicas facultativas,
ndo formadoras de esporos, tolerantes a acidos, catalase-negativas e facultativamente
heterofermentativos (GOLDSTEIN; TYRRELL; CITRON, 2015; SHUHADHA et al., 2017,
HUANG et al.,, 2018). Representantes dessas espécies podem ser isoladas de alimentos
fermentados, como laticinios, frutas, carne, massa fermentada, vegetais e vinho (HUANG et
al., 2018). De acordo com Stiemsma et al. (2020) os alimentos fermentados, como kefir e
iogurte possuem ecossistemas microbianos compostos principalmente por bactérias do acido
lactico (BAL), alguns destes sdo classificados como probidticos, por exemplo, Lactobacillus
spp. Estes alimentos possuem uma variedade de microrganismos benéficos que podem ser
integrados na alimentacdo, contribuindo com a microbiota intestinal. Salienta-se que, apesar de
compor parte da flora gastrointestinal e vaginal humana, esses microrganismos podem ser
patdgenos oportunistas (SHUHADHA et al., 2017).

O kefir, especificamente, trata-se de uma bebida lactea fermentada e probiotica
produzida através de seus grios, os quais sio compostos por BAL’s, Bactérias do Acido Acético

(BAA’s) e leveduras (AJAM; KOOHSARI, 2021). O efeito probidtico e antimicrobiano esta
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atribuido ao fato de sua microbiota diversificada produzir metabdlitos antimicrobianos, como:
peroxido de hidrogénio, peptideos (bacteriocinas), dcidos organicos (4cido lactico e acético),
que auxiliam na inibicdo de microrganismos patogenos, principalmente da mucosa intestinal
(AZIZI et al, 2021). E oportuno frisar que, para sua aplicabilidade na industria, os
microrganismos necessitam ser preservados por congelamento ou liofilizagdo, processos que
reduzem a atividade de 4gua e podem acometer danos nas estruturas celulares, como membrana,
superficie celular e proteinas (BRAVO-FERRADA et al., 2018).

Considerando sua aplicabilidade, os Lactobacillus sao vastamente utilizados em
areas relacionadas a alimentos, ragdes, produtos farmacéuticos e biotecnologia, como por
exemplo, na fermentagdo de produtos lacteos e probidticos (HUANG et al., 2018). Sua
utilizagdo esta associada a protegdo contra bactérias patogénicas, modulacdo do sistema
imunoldgico, acdo antioxidante, além de reducdo dos niveis glicémicos e de colesterol
(SLATTERY; COTTER; O’TOOLE, 2019). Como todo microrganismo, os lactobacilos
precisam suportar as condi¢cdes impostas pelo trato gastrointestinal para posterior colonizagao
no colon. Para isso, esses isolados desenvolveram diferentes mecanismos de sobrevivéncia,
como a manuten¢do do pH intracelular, preservagdo da funcionalidade da membrana celular e
a indugdo de proteinas de resposta ao estresse (BENGOA et al., 2017).

Especificamente, de acordo com World Gastroenterology Organization (2017), a
utilizagdo do L. paracasei estd indicada para o tratamento de diarreia aguda em adultos,
constipacdo intestinal e doenga diverticular sintomatica ndo complicada. Por esse motivo, essa
espécie ¢ comumente utilizada em produtos comerciais, como iogurtes, bebidas lacteas e
suplementos dietéticos (MINIJ et al., 2020). Bengoa et al. (2017) avaliaram a capacidade de
adesdo in vitro de cepas de L. paracasei isoladas de graos de kefir apos estresse acido e biliar e
evidenciaram que apds passagem gastrointestinal, esses microrganismos aumentaram sua
capacidade de adesdo a mucina e células epiteliais in vitro, sendo este fator de relevancia para
a manutencao da cepa no ambiente intestinal para exercer sua a¢ao probiotica.

Além disso, Plessas et al. (2020) afirmam que o L. paracasei exibe propriedades
probidticas e a determinagdo de propriedades tecnoldgicas da cepa pode contribuir para o
desenvolvimento de novos produtos funcionais lacteos ou ndo lacteos, confirmando seu
potencial probidtico. Este destaca-se por seu potencial probidtico, capacidade de inibicao do
biofilme e atividade antibacteriana. Também foram avaliadas as propriedades probioticas desse
isolado e verificada uma tolerancia as condigdes gastricas e intestinais simuladas, além da
significativa acdo antimicrobiana, antifingica e antioxidante. Dado o exposto, evidencia-se o

papel antimicrobiano desse isolado frente a cepas patogénicas (ROMERO-LUNA et al., 2020).
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E importante destacar que estudos realizados com uma série de ensaios in vitro
avaliaram a viabilidade da cepa de L. paracasei em condi¢des que simulam o trato
gastrointestinal. A forte acdo antimicrobiana do L. paracasei contra E. coli e K. pneumoniae
sugere sua capacidade de estabelecer uma barreira intestinal contra patdgenos. No entanto, esses
isolados devem ser submetidos a validag@o experimental em modelos animais e posterior ensaio

clinico em seres humanos para confirmagdo de seu potencial probiotico (LOURENCO, 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme do Lactobacillus paracasei (Lpk

01) isolados de graos de kefir e do seu sobrenadante contra enterobactérias resistentes.

3.2 Objetivos Especificos

Determinar o perfil de sensibilidade antibidtica do Lpk 01;

e Avaliar a atividade antagonica de Lpk 01 sobre o crescimento de diferentes cepas de
E. coli e Klebsiella spp.;

e Determinar o percentual inibitdrio/bactericida minimo do sobrenadante livre de células
do Lpk-01 (Lpk-cf) contra as enterobactérias testadas;

e [nvestigar o efeito do Lpk-cf sobre a biomassa de biofilme pré-formado de cepas de F.

coli e Klebsiella spp.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismos e condicoes de cultivo

As cepas das enterobactérias resistentes, E. coli (C22, C27 e C55) e K. pneumoniae
(C17, C21, C28) isoladas por Almeida et al. (2017) foram cedidas pelo Nucleo de
Bioprospec¢do e Experimentacdo Molecular Aplicada (NUBEM) do Centro Universitario
INTA. As cepas de E. coli ATCC 11303 e K. quasipneumoniae ATCC 700603, assim como o
Lactobacillus paracasei (Lpk 01, LOURENCO, 2021) isolados de Kefir de leite, foram
adquiridas através da bacterioteca do Laboratério de Biofilmes e Agentes Antimicrobianos

(LaBAM) da Universidade Federal do Ceara (UFC) localizada na cidade de Sobral/CE.

Tabela 01 — Perfil de resisténcia das enterobactérias

Cepas Codigo Resisténcia
C22 OXA, PEN
Escherichia coli Cc27 OXA, PEN
C55 AMP, OXA, PEN
C17 CFL, CFO, OXA, PEN
Klebsiella pneumoniae C21 OXA, PEN
C28 OXA, PEN

Fonte: AMP: Ampicilina; CFL: Cefalotina; CFO: Cefoxitina; OXA: Oxacilina; PEN: Penicilina

As estirpes foram estocadas em diferentes meios de cultivo, sendo BHI (Brain
Heart Infusion, Kasvi®, Italia) para enterobactérias e MRS (de Man, Rogosa and Sharpe,
Merck®, Darmstadt, Germany) para Lpk 01, em aliquotas de 200 pL com 20 % de glicerol a -
80° C. Para a ativagado das cepas, 50 pL foram inoculados em 5 mL de meio especifico em caldo
estéril e incubados por 24 h a 37° C. Em seguida, a cultura foi renovada, mantendo as mesmas
condi¢des de cultivo por mais 18 h até a fase exponencial tardia. Posteriormente, as culturas
bacterianas foram ajustadas de acordo com escala 0,5 McFarland (~103 UFC.mL™"), e diluido

em BHI estéril até a concentragao celular apropriada para cada método experimental.
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4.2 Antibiograma

O perfil de sensibilidade antibidtica foi determinado de acordo com o método de
microdilui¢do em caldo utilizando placas de 96 pocos, conforme preconizado pelo Comité
Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos — BrCAST (BRCAST, 2019). Os
antimicrobianos benzilpenicilina (PEN), ampicilina (AMP), meropenem (MPM), vancomicina
(VAN), clindamicina (CLI) e metronidazol (MTZ) foram preparados na concentracdo de
64png/mL. A suspensdo bacteriana de L. paracasei foi ajustada em solugdo salina 0,85%, na
concentragdo de 1,5 x 108 UFC/mL, conforme escala 0,5 de McFarland para posterior ajuste a
1 x 105UFC/mL. Resumidamente, 100 uL. de meio de cultura MRS foram adicionados em todos
os pogos da placa. Em seguida, 100 pL dos antimicrobianos foram adicionados na linha A e
transferidos por diluicdo seriada, com movimentos updown, em concentragdes que variaram de
16 até 0,25 pg/mL. Logo em seguida, 100 pL do indculo ajustado foi adicionado em todos os
pogos obtendo-se um volume final de 200 uL. em cada pogo. Para a viabilidade do ensaio, foram
realizados os seguintes controles: negativo (meio MRS + indculo) e contaminagdo (meio MRS).
Seguidamente, as placas foram incubadas a 37°C por 24 h para posterior avaliagdo do
crescimento bacteriano através da visualizagdo de turbidez nos pogos, considerando a
Concentragao Inibitéria Minima (CIM), a menor concentragdo capaz de inibir visualmente o
crescimento bacteriano. Os pontos de corte da concentrag@o para serem considerados resistentes
foram >0,5mg/L para PEN; >8 para AMP e MPM; >2 para VAN; >4 para CLI e MTZ
(BRCAST, 2019).

4.3 Teste de antagonismo

A atividade antagénica entre o probidtico em questdo e os isolados de
enterobactérias foi avaliada pela técnica de Spot Overlay descrita por Chew et al. (2015) com
algumas modificagdes. Inicialmente, 5 uL de uma suspensdo (1 x 108 UFC.mL™") de Lpk 01
foram inoculados no centro de uma placa de MRS agar e submetidos a incubagdo por 48 horas
a 37° C. Foram utilizados MRS agar tamponado com PBS (fosfato de sédio 0,01M com cloreto
de so6dio 0,15 M, pH 7,2) e ndo tamponado a fim de averiguar a influéncia do efeito acidogénico
do probiotico sobre o crescimento das enterobactérias testadas. Em seguida, as placas contendo
as colonias de Lpk 01 foram sobrepostas com uma suspensdo de enterobactéria a 1 x 10°

UFC.mL"! em BHI semi-solido (0,8 % agar) e mantidos a 37 °C por mais 24 h. Por fim, foi
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realizada a medida do diametro da zona de inibi¢dao (DZI) de crescimento das enterobactérias
envolta das colonias de Lpk 01. Os resultados foram interpretados de acordo com o score de

inibi¢do (R) calculado através da formula sugerida por Halder e Mandal (2016).

R = (dinib—dspot)
2

Onde, 'dinib' representa o DZI, e 'dspot' se refere ao didmetro da colonia de Lpk O1.
Os escores de inibi¢ao foram considerados como: sem capacidade de inibi¢do R <2 mm; baixa
capacidade de inibicdo R = 2 a 5 mm; e alta capacidade de inibicdo R > 6 mm (HALDER;
MANDAL, 2016).

4.4 Preparo do sobrenadante de Lpk 01

O preparo do sobrenadante de Lpk 01 livre de células (Lpk-cf) foi realizado
seguindo a metodologia de Chew et al. (2015). Uma cultura primaria de Lpk 01 foi inoculada
(1:100 v/v) em 20 ml de caldo MRS por 48 h a 37° C. Em seguida, as células foram removidas
por centrifugacdo a 5.000 g por 10 min a 4° C e o sobrenadante filtrado em membrana millipore
de 0,22 um de diametro. Para anular efeitos de pH sobre a atividade antagonica, o Lpk-cf obtido
teve seu pH ajustado para ~7.0 com adi¢do de NaOH (hidroxido de sédio 1M) imediatamente
antes da filtracdo. Em seguida, as amostras foram separadas em aliquotas e armazenadas a —

80° C.

4.5 Atividade antimicrobiana - teste de microdiluiciao

A atividade antimicrobiana do Lpk-cf contra cepas planctonicas das enterobactérias
foi avaliada através do percentual inibitério minimo (PIM) e percentual bactericida minimo
(PBM) através do teste de microdiluigdo em placas de 96 pocos (CHEN et al., 2019).
Inicialmente, foram adicionados 100 puL. Lpk-cf, neutralizado e ndo neutralizado, diluidos de
caldo BHI em concentragdes decrescentes (50, 40, 30, 10, 5, 2,5 ¢ 1 %) de cada Lpk-cf. Em
seguida, foram adicionados a placa 100 uL de suspensio bacteriana (~2 x 10 UFC.mL""),
obtendo-se um volume final de 200 pL. Apds 24 h de incubagado a 37° C em condigdes aerdbicas,

foi considerado PIM a menor concentragdo da substincia capaz de inibir visualmente o
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crescimento bacteriano. Para o controle foram utilizados 100 pL do in6culo e 100 puL de meio
BHI caldo estéril.

Para a determinagdo da PIM uma aliquota de 10 pL foi retirada dos pocos que ndo
houveram crescimento bacteriano visivel, e inoculados em BHI agar por 24h a 37° C em
condi¢des aerdbicas. Apods, as placas foram analisadas e considerado como PBM o menor
percentual capaz de reduzir 99,9% da quantidade de células do indculo individual. Percentuais
do Lpk-01 em que houveram crescimento na placa, ndo foi considerado PBM. Nesse ensaio

foram consideradas seis repeticdes de cada grupo em pelo menos 3 ensaios independentes.

4.6 Atividade antibiofilme

Para avaliar a influéncia do Lpk-cf sobre o biofilme pré-formado das cepas das
enterobactérias foram utilizados testes em placas de microtitulagdo de fundo chato de 96 pocos.
Para a formagdo do biofilme, foram adicionados 200 pL do indculo bacteriano previamente
ajustado a uma concentrag¢do de 10° UFC.mL! em cada pogo, incubados a 37° C por 24 h. Apds
esse periodo, os pocos foram lavados com tampao fosfato-salino (PBS 0,05 M com NaCl 0,15
M) estéril para retirada das células fracamente aderidas através de movimentos de up-down.
Posteriormente, foram adicionados 200 uL do Lpk-cf em diferentes percentuais (40, 60, 80 e
100 %), e as placas incubadas por 24 h a 37° C. Foi considerado apenas caldo BHI estéril no
grupo controle. Apds incubagdo os pogos foram lavados novamente, e submetidas a
quantificagdo de biomassa residual por coloracdo com cristal violeta (CV), seguindo
metodologia proposta por O’Toole (2011).

Resumidamente, apos secagem foram adicionados aos pogos contendo biofilme 200
puL de metanol a 95 % por 15 minutos para fixacdo das células aderidas. Apds a remogao do
metanol, 200 pL de CV 0,1 % foram adicionados por 10 minutos para permitir uma
quantificagdo indireta da biomassa através da coloragdo. Em seguida o CV foi removido e
repetido o processo de lavagem e secagem, seguido pela adi¢do de 200 pL de acido acético 33
% por 10 min para dissolu¢do do corante fixado ao biofilme. A suspensdo obtida em cada pogo
foi transferida para uma nova placa de 96 pogos onde foi realizada a medi¢do da absorbancia

em um leitor de microplacas a 590 nm (BioTrak II, Amersham Biosciences, Alemanha).
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4.7 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata em dias independentes com
os respectivos resultados tabulados e categorizados em Microsoft Excel (Versao 2012 para
Windows). Posteriormente os dados foram analisados no software GraphPad Prism (Versao 9.0
para Windows, San Diego, California USA), e as diferencas entre os grupos foram verificadas
através do teste One-way ANOVA com poés-teste de Dunnett's. Os dados foram considerados

estatisticamente significativos quando p < 0,01.
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S RESULTADOS

5.1 Perfil de resisténcia

Para andlise do perfil de sensibilidade antibidtica, o lactobacilo em questdo foi exposto
a seis antimicrobianos, e se mostrou sensivel a maior parte deles, com CIM < 0,25ug/mL para
PEN, AMP, MPM e 4 pg/mL para CLI. Ja na exposi¢cao a VAN e MTZ, demonstrou resisténcia,
com CIM de 16 pg/mL, uma vez que o ponto de corte da VAN ¢ > 2 pug/mL e do MTZ ¢ > 4
pg/mL, conforme demonstrado na tabela 02 (BRCAST, 2019).

Tabela 02 — Perfil de resisténcia do Lactobacillus

paracasei frente a antimicrobianos.

Antimicrobianos  CIM (ugmL)!  Interpretacio?

PEN <0,25 S
AMP <0,25 S
MPM <0,25 S
VAN >16 R

CLI 4 S
MTZ >16 R

!CIM: Concentragdo Inibitoria Minima; PEN: Benzilpenicilina; AMP:
Ampicilina; MPM: Meropenem; VEN: Vancomicina; CLI:
Clindamicida; MTZ: Metronidazol.

2 Interpretagdo conforme preconiza BrCAST, 2019 (S: sensivel. R:

resistente).

5.2 Teste de antagonismo

Os resultados demonstram antagonismo entre Lpk 01 e as demais cepas testadas.
Embora Lpk 01 tenha demonstrado um elevado score de inibi¢do (R) para a maioria das cepas
testadas, € possivel perceber, a partir da figura 4, que o valor observado de "R" varia bastante
de acordo com a condicdo de pH do 4gar. Lpk 01 em agar ndo tamponado teve alto poder de
inibicdo (R > 6 mm) contra todas as cepas avaliadas, apresentando valores superiores a 15 mm
em alguns casos. Entretanto, a capacidade de inibi¢do foi reduzida drasticamente utilizando
agar tamponado, em especial para cepas E. coli (C27), K. pneumomiae (C21 e C28) que nao

apresentaram capacidade de inibi¢do (R <2 mm).
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Figura 4 - Atividade antagonica de L. paracasei (Lpk 01) em dgar tamponado e ndo tamponado

contra isolados de enterobactérias através da técnica de Spot Overlay.
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Fonte: Proprio autor (2023).

5.3 Atividade antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana do Lpk-cf foi conduzida pelo método de
microdilui¢do em caldo utilizando placas de poliestireno de 96 pocos, segundo Chen et al.
(2019). Os resultados obtidos mostraram que o crescimento planctonico das cepas de
enterobactérias testadas foi influenciado apenas pelo sobrenadante de Lpk 01 ndo neutralizado,
o que demonstra que as cepas tém seu crescimento comprometido pela presenca de Lpk-cf.
Quanto ao PBM, todas as cepas apresentaram um valor de 50 %, com exce¢do da cepa C28,

que apresentou valor superior a 50% (Tabela 03).

Tabela 03- Percentual Inibitério Minimo (PIM) e Percentual Bactericida Minimo (PBM) dos

LPCf nao neutralizados sobre enterobactérias resistentes.

Lpk-cf ndo neutralizado Lpk-cf neutralizado

Cepas Codigo
PIM PBM PIM PBM
ATCC 11303 30 50
C22 40 50
E. coli >50
Cc27 40 50

C55 40 50
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ATCC 700603 40 50
>50
C17 20 50
Klebsiella spp.
C21 30 50
C28 50 > 50

Fonte: Proprio autor (2023). Todos os valores sdo apresentados em porcentagem (%).

Devido a auséncia de atividade antibacteriana detectavel a partir da determinagdo
de PIM e PBM, os testes abordando efeito de Lpk-cf sobre biofilmes pré-formados das

enterobactérias foram realizados utilizando apenas o grupo nao neutralizado.

5.4 Atividade antibiofilme

Para a avaliacdo do efeito de Lpk-cf sobre biofilmes pré-formados (24h) optou-se
por utilizar percentuais de 100, 80, 60 e 40 % de Lpk-cf ndo neutralizado. Foram observadas
diferengas estatisticamente significantes em relagdo ao controle em todas as estirpes estudadas
e em todas as porcentagens de Lpk-cf testadas sem uma relacdo dose-resposta aparente (Figura
5). Apenas na E. coli ATCC 11303 o contato com o sobrenadante ndo apresentou diminui¢ao

da biomassa do biofilme quando comparado ao grupo controle.

Figura 5 - Atividade do Lpk-cf sobre a erradicacdo do biofilme das enterobactérias.
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cf em relac@o ao controle ndo tratado (p < 0,01)
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6 DISCUSSAO

As DTAs, especialmente as de origem bacteriana, t€m importante impacto na saude
publica mundial, com sintomas que englobam vomitos, diarreia, colicas, dores de cabega, febre,
desidratacdo e outros (SWITAJ et al., 2015). A evolugdo dos patégenos envolvidos no sentido
de resisténcia a antimicrobianos apresenta desafios para as terapias conservadoras, tornando
necessario o desenvolvimento de alternativas coadjuvantes nesse processo (FLECKENSTEIN
et. al, 2021). Nesse contexto, destaca-se a utilizagdo dos lactobacilos no combate a bactérias
patogénicas, além de sua atua¢do na modulagdo do sistema imunoldgico e agdo antioxidante
(SLATTERY; COTTER; O’TOOLE, 2019). Talib et al. (2019), ao analisarem as propriedades
das bactérias lacticas predominantes nos graos de Kefir da Malésia, observaram que todos os
Lactobacillus sao candidatos promissores para alimentos e bebidas probiodticos, uma vez que
exibem propriedades probioticas e potencial antioxidante.

A sensibilidade destes microrganismos frente aos antibidticos € uma caracteristica
importante, uma vez que a resisténcia antimicrobiana ¢ um problema global e diminui
consideravelmente a eficacia da antibioticoterapia. Isso ocorre, pois, os microrganismos quando
ingeridos, caso contenham genes de resisténcia, podem favorecer um reservatorio destes no
organismo humano, resultando em transferéncia para bactérias comensais e patogénicas ali
instaladas, aumentando a disseminagdo da resisténcia antibidtica entre patogenos (ZHENG et
al., 2017; ERGINKAYA, TURHAN, TATLI, 2018).

A cepa avaliada no presente estudo se mostrou sensivel a maior parte dos
antimicrobianos testados, contribuindo para a seguranca da sua utilizagdo como probidtico. Em
contrapartida, apresentou resisténcia a vancomicina e ao metronidazol, sendo a primeira
reportada como resisténcia intrinseca dos lactobacilos, caracteristica essa natural do género que
os diferencia de outros bacilos gram positivos, corroborando com estudos que analisaram essa
resisténcia e seguranca (GOLDSTEIN, TYRREL, CITRON, 2015; ERGINKAYA, TURHAN,
TATLI, 2018; DAS et al., 2019; COLAUTTI et al., 2022; LIU et al, 2023; SHAHVERDE et
al., 2023). Contudo, a avaliagdo da resisténcia antibiotica dos lactobacilos enfrenta desafios
pela variabilidade de métodos utilizados nos diferentes estudos e, consequentemente, a falta de
padronizagdo na analise dos resultados.

Os resultados do teste de antagonismo revelaram uma atividade promissora entre
Lpk 01 e as cepas de enterobactérias testadas. Essa capacidade inibitéria pode ser atribuida a
producgdo de metabdlitos secundarios, como acidos organicos, bacteriocinas e outros peptideos,

os quais serdo produzidos na fermentacdo bacteriana dos lactobacilos. Um estudo de Yang et
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al. (2023) explorou o sobrenadante de L. paracasei e identificaram sete peptideos com agao
antibacteriana, capazes de tornar o ambiente desfavordvel para o crescimento das
enterobactérias. Diferentes mecanismos de a¢do foram propostos, como a capacidade de se ligar
a proteina de membrana e 8 DNA polimerase, o que o torna habil para interagir com o contetido
intracelular e impedir o crescimento bacteriano. Em adi¢3o, a variacao do score de inibi¢do (R)
com base no pH do meio sugere que a acidificagdo do ambiente pode ser um fator crucial na
atividade antagonica, como demonstrado anteriormente em outros estudos (SHARMA et al.,
2017; HU et al., 2019; ZHANG et al, 2021). Com isso, a diferenc¢a na capacidade de inibi¢ao
entre o agar tamponado e nao tamponado, utilizado nas amostras do presente estudo, pode estar
associada a maior habilidade do Lpk 01 de acidificar o meio ndo tamponado, resultando em
uma atividade inibitoria mais eficaz.

O protagonismo acidogénico do probiotico testado ganha mais atencdo quando se
observa a tabela 2, na qual o efeito bacteriostatico e bactericida ¢ observado somente quando o
sobrenadante ndo passou por neutralizagdo. Chen et al. (2019), testaram 31 isolados de
Lactobacillus spp. contra cepas de enterobactérias resistentes a carbapenémicos (CRE),
incluindo E.coli e K. pneumoniae, onde identificaram que algumas cepas de Lactobacillus,
como L. plantarum, L. paracasei e L. rhamnosus, apresentaram boa atividade antibacteriana
contra CRE. No teste de microdilui¢do em caldo os efeitos inibitorios dos lactobacilos nao
mudaram apds o aquecimento até 80°C por 10 min, no entanto, o efeito inibitdrio desapareceu
assim que o pH aumentou para 7,0, ou seja, foi neutralizado, evidenciando a atividade
acidogénica, corroborando com o presente estudo (Chen et al., 2019).

Em concordancia, Hu et al. (2019) desenvolveram um estudo no qual analisaram o
contetido de 4cidos organicos durante o crescimento de L. plantarum e estudaram com sua
capacidade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, E. coli € Salmonella typhimurium.
Seus achados mostram que, dos tratamentos utilizados na metodologia (aquecimento, catalase,
proteinase K, pepsina, tripsina e ajuste de PH), o mais importante foi o ajuste de pH que
diminuiu consideravelmente a zona de inibi¢do na metodologia de difusdo em agar, indicando
que a atividade antimicrobiana das trés cepas testadas se deve principalmente aos acidos
organicos produzidos. Em contraste, um estudo de Poppi, et al (2015), avaliou o efeito
antagdnico de oito isolados de Lactobacillus contra E. coli O157:H7 e observaram que, embora
todas as cepas testadas tenham produzido acidos lactico e acético, a quantidade de acido lactico
produzida ndo teve influéncia na inibicdo da cepa patogénica, ja que os sobrenadantes com as
maiores concentragdes deste ndo conseguiram exercer um efeito bactericida mais importante

nas bactérias patogénicas do que as outras cepas.
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Sabe-se que o sobrenadante das BALs contém uma variedade de compostos com
propriedades antimicrobianas que afetam os patdgenos ou constituintes da matriz de biofilme,
tais como perdxido de hidrogénio, metabolitos de oxigénio, exopolissacarideos, bacteriocinas
e dcidos graxos saturados que atuam como biossurfactantes, exercendo uma fung¢ao antibiofilme
(MORADI et al., 2019; LEE, LEE, PAIK, 2021). Portanto, a agdo do Lpk-cf na erradicagdo de
biofilmes reforca a possibilidade de que os metabolitos produzidos por Lpk 01 tenham um
impacto direto nas propriedades adesivas e na estrutura do biofilme, podendo romper a matriz
extracelular, diminuindo sua coesdo e estabilidade, como citado por Moradi et al. (2019). Além
disso, a capacidade do Lpk-cf de reduzir a biomassa do biofilme pode estar associada com a
inibi¢do do crescimento bacteriano, afetando a formacao continua da matriz do biofilme.

Sob outra oOptica, achados de Lee et al. (2022), identificaram que os efeitos
inibitorios de BALs contra bactérias patogénicas sdo, possivelmente, afetados pelos genes de
regulagdo negativa responsaveis pela formagdao de biofilme, bem como pelas habilidades
adesivas e invasivas extracelular do biofilme. Em estudo semelhante, Koohestani et al. (2018),
investigaram as propriedades antibacterianas e o potencial de remoc¢do de biofilme do
sobrenadante livre de células de L. acidophilus LAS5 e L. casei 431 contra S. aureus ATCC
25923 que demonstraram uma boa atividade antibacteriana e antibiofilme, sugerindo que a
aplicagdo de Lactobacillus pode ser bem aproveitada para controlar o crescimento de patdgenos
transmitidos por alimentos. Vale ressaltar que o uso de sobrenadantes livre de células ¢
interessante visto que, in vivo, podem entrar em contato diretamente com as células imunes e
sua concentracao ¢ fixa (WILSON; WALKER; YIN, 2021).

Em uma revisdo detalhada conduzida por Bengoa et al. (2021) sobre L. paracasei
isolados de graos de kefir, foi concluido que o sobrenadante dessas cepas possui propriedades
imunomoduladoras, gastroprotetoras e inibitorias contra microrganismos patogénicos. Essas
caracteristicas sdo atribuidas a presenca de acidos organicos, a producdo de bacteriocinas e,
possivelmente, a producdo de exopolissacarideos (EPS). No entanto, ¢ crucial ressaltar que
ainda existe uma lacuna significativa em relacdo ao conhecimento das moléculas efetoras e dos
mecanismos de a¢do que culminam nesses efeitos benéficos. Isso ressalta a necessidade de mais
investigacodes para desvendar as vias moleculares por meio das quais essas bactérias manifestam
seu potencial terapéutico. Avangos nessa area nao apenas enriqueceriam nosso entendimento
cientifico, mas também poderiam ampliar significativamente as aplica¢des clinicas deste

probiotico.
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7 CONCLUSAO

O Lpk 01 e o Lpk-cf demonstraram um potencial antibacteriano e antibiofilme
promissor, o que sugere uma eficacia consistente na sua agdo antagOnica contra o0s
microrganismos testados, possivelmente através da produgdo de acidos organicos que interfere
no crescimento planctdnico e na estruturacdo do biofilme pré-formado desses patdogenos.
Embora estudos adicionais sejam necessarios para identificar os metabdlitos especificos do Lpk
01 responsaveis pelas atividades antagdnicas observadas, os resultados deste estudo sugerem
que a aplicacdo biotecnoldgica do Lpk 01 pode oferecer uma estratégia eficaz para reduzir os

riscos a satde impostos por enterobactérias resistentes.
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