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ATIVIDADE DE Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 SOBRE BACTERIAS
PATOGENICAS ISOLADAS DE AMBIENTE HOSPITALAR

RESUMO

Probiéticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro. Entre varias aplicacdes
destaca-se a regulagéo da microbiota intestinal. Apresentam atividade antibacteriana
frente diversas espécies Gram-positivas e negativas através de alguns mecanismos
de acédo, sendo o principal sugerido a capacidade de producédo de substancias
antimicrobianas, como as bacteriocinas. Bifidobacterium € um género bacteriano
probidtico presente na microbiota de alguns sitios humanos, sendo a espécie B.
animalis subsp. lactis uma das cepas conhecidas com bons resultados de sua acao
probidtica, mas pouco explorada em relagéo a atividade antibacteriana. Os crescentes
relatos de resisténcia, principalmente nosocomiais, e a busca por novos agentes
antimicrobianos justificam a realizacdo deste trabalho, que objetivou avaliar a
atividade do sobrenadante livre de células (CFS) da cultura de B. animalis subsp. lactis
INL1 contra Staphylococcus aureus resistente a metilicina (MRSA), Klebsiella
pneumoniae produtora de carbapenemase e Escherichia coli produtora de beta-
lactamase de espectro estendido (ESBL) isoladas de ambiente hospitalar. O CFS da
cepa probidtica foi testado utilizando trés métodos. Para todos, 0s microrganismos
patégenos foram preparados em suspensdes de solucdo salina a 0,89%, ajustados a
escala 0,5 de McFarland. Por difusdo em &gar, a suspenséao foi semeada em placa e
40 uL do sobrenadante foram adicionados a poc¢os confeccionados no soft 4gar a fim
de permitir a difusdo do CFS pelo meio. Na metodologia com disco-difusdo, o CFS em
teste foi aplicado sobre discos previamente esterilizados, no mesmo volume de 40 pL,
também sobre placas com semeadura prévia das solucées ajustadas. Para ambos
foram testados em conjunto pogos e discos de controle negativo com solugéo salina
a 0,89% estéril. Ja na microdiluicdo em caldo, a atividade antimicrobiana foi avaliada
com a utilizagdo de 100 pL do CFS sobre mesmo volume de cada suspensao
microbiana. Também foram aplicados na microplaca pocos com controle de
esterilidade (apenas com caldo Brain Heart Infusion - BHI) e controle de crescimento,
(caldo BHI + suspenséo bacteriana). Os resultados evidenciaram que o CFS nao foi
capaz de inibir o crescimento das cepas patégenas e ensejam a necessidade de
estudos posteriores que visem a otimizacdo do crescimento da B. animalis subsp.
lactis INL1 que favorecam a producéo de bacteriocinas e permitam melhor investigar
a acao antimicrobiana in vitro.

PARAVRAS-CHAVE: probidticos, bifidobactéria, resisténcia  bacteriana,
susceptibilidade, antagonismo.
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Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 ACTIVITY ON PATHOGENIC
BACTERIA ISOLATED IN HOSPITAL ENVIRONMENT

ABSTRACT

Probiotics are living microrganisms that, when administered in appropriate amounts,
confer benefits to the health of the host. Among several applications the regulation of
intestinal microbiota stands out. They present antibacterial activity in front of several
Gram-positive and negative species through some action mechanisms, being the main
suggested the capacity of production of antimicrobial substances, as the bacteriocins.
Bifidobacterium is a probiotic bacterial genus present in the microbiota of some human
sites, being the species B. animalis subsp. lactis one of the known strains with good
results of its probiotic action, but little explored in relation to the antibacterial activity.
The growing reports of resistance, mainly nosocomial, and the search for new
antimicrobial agents justify the realization of this work, which aimed to evaluate the
activity of the cell-free supernatant (CFS) of B. animalis subsp. lactis INL1 culture
against methylicin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), carbapenemase
producing Klebsiella pneumoniae and extended spectrum beta-lactamase producing
Escherichia coli (ESBL) isolated from hospital environment. The CFS of the probiotic
strain was tested using three methods. For all, pathogenic microorganisms were
prepared in 0.89% saline suspension, adjusted to McFarland's 0.5 scale. By diffusion
on agar, the suspension was sown in plate and 40 uL of the supernatant was added to
the wells made in the soft agar in order to allow the diffusion of CFS through the
medium. In the disc-diffusion methodology, the CFS in test was applied on previously
sterilized discs, in the same volume of 40 pL, also on plates with previous sowing of
the adjusted solutions. For both were tested together with negative control wells and
discs with 0.89% sterile saline solution. For the microdilution in the broth, the
antimicrobial activity was evaluated using 100 pL of CFS on the same volume of each
microbial suspension. They were also applied in the microplate wells with sterility
control (only with Brain Heart Infusion broth - BHI) and growth control, (BHI broth +
bacterial suspension). The results showed that CFS was not able to inhibit the growth
of pathogenic strains and there is a need for further studies to optimize the growth of
B. animalis subsp. lactis INL1 that favor the production of bacteriocins and allow better
investigation of the antimicrobial action in vitro.

KEY-WORDS: probiotics, bifidobacteria, bacterial resistance, susceptibility,
antagonism.
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1 INTRODUCAO

O trato gastrointestinal dos mamiferos tem como principal funcao a digestéao
e absorcdo dos alimentos, e estes processos sdo favorecidos pela presenca de
centenas de espécies de microrganismos. Patogénicas ou saprdfitas, todas buscam a
sobrevivéncia continuamente em uma competicdo equilibrada, até que algum fator
desfaca este equilibrio, seja ele tratamento com antimicrobianos ou antineoplasicos,
situacdes de estresse e até dieta.

Nesta microbiota variada, entre as espécies que se sobressaem em individuos
saudaveis, encontram-se as do género Bifidobacterium, que constituem atualmente
uma subdivisdo conhecida por bactérias probidticas.

A definicdo mais aceita no mundo indica que esses microrganismos Vivos
conferem beneficios a saiude do hospedeiro quando consumidos em quantidades
adequadas. Possuem, por exemplo, a propriedade de repor uma microbiota intestinal
em desequilibrio e aumentar a absorcdo de minerais e producédo de vitaminas. S&o
utilizados no tratamento de diarreias, modulacdo imunoldgica, no controle de
colesterol e hipertensdo e apresentam capacidade de inibir o crescimento de outros
microrganismos.

Os mecanismos dos microrganismos probiéticos ndo foram entendidos
claramente, mas estudos em modelos animais indicam que, provavelmente, os efeitos
benéficos conhecidos resultam da interacdo entre as diversas cepas nos sitios de
acdo por meio de competicdo por regides na parede intestinal e por nutrientes. Além
disso, ha estimulacéo da producao de substancias que estabilizam a barreira intestinal
e de compostos antimicrobianos, como acidos lactico e acético e bacteriocinas.

As bacteriocinas séo peptideos ribossomais que tém atraido grande atencéo
para pesquisas cientificas devido as caracteristicas antimicrobianas apresentadas. A
capacidade de interferir na permeabilidade da membrana celular e no material
genético de outros organismos patdégenos ao ser humano traz oportunidades de
exploracéo deste composto produzido por probidticos.

Nas ultimas décadas, o crescente desenvolvimento de bactérias patdgenas
resistentes tem se tornando uma preocupac¢do quanto a saude publica mundial, visto
os altos indices de mortalidade principalmente em pacientes imunocomprometidos e
em ambiente hospitalar. Essa resisténcia pode ser atribuida tanto ao processo
evolutivo natural dos microrganismos como também pelo uso indiscriminado de

antimicrobianos, entre outros fatores.
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A descoberta de novos antimicrobianos € objeto de varias pesquisas € 0S
produtos naturais sdo uma das principais fontes de exploracdo, derivadas de
bactérias, microrganismos eucarioticos e plantas.

Em raz&do da constante preocupacdo em relacdo a resisténcia bacteriana
desenvolvida a antimicrobianos convencionais e da observacdo de que diversas
cepas do género Bifidobacterium apresentam acdo contra bactérias patégenas,
realizou-se aqui um estudo sobre a atividade do produto de cultivo de uma cepa do

género probiotico sobre bactérias resistentes hospitalares.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar a acédo antibacteriana in vitro do sobrenadante de cultura de
Bifidobacterium. animalis subsp. lactis INL1 sobre cepas bacterianas resistentes
iIsoladas de ambiente hospitalar.

2.20bjetivos especificos

e Reativar a cepa liofiizada de B. animalis subsp. lactis INL1 e obter o
sobrenadante da cultura livre de células (CFS);

e Realizar a manutencdo das cepas de Staphylococcus aureus resistente a
metilicina (MRSA), Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase e
Escherichia coli produtora de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) por
repique em meios de cultivo;

e Avaliar a atividade antibacteriana do CFS da B. animalis subsp. lactis INL1
frente as cepas patogénicas por meio dos métodos de difusdo em agar, disco-

difusdo e microdiluicao.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Probhidticos

A origem dos efeitos benéficos dos probidticos foi proposta no inicio do século
XX pelo microbiologista russo Eli Metchnikoff, na teoria de que a vida poderia ser
prolongada baseada no consumo diario de leites fermentados pelos povos dos
Bélcans (PEREIRA, 2012). Os experimentos de Metchnikoff sugeriam que bactérias
acido-lacticas conseguiam se estabelecer no trato intestinal, reduzindo o nimero de
bactérias putrefativas (VASILJEVIC; SHAH, 2008).

O termo “probidtico” foi adotado pela primeira vez por Lilly e Stillwell (1965),
como definicho de organismos capazes de estimular o crescimento de outros
organismos. Roy Fuller, em 1989, foi pioneiro na idealizacdo de que os probidticos
provocam um efeito benéfico ao hospedeiro (AMARAL, 2015).

No Brasil, a definicdo de probidtico € “microrganismos vivos capazes de
melhorar o equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a saude”
(BRASIL, 2002), mas o conceito de probiotico mais aceito internacionalmente é o
adotado pela Organizacdo da Agricultura e Alimentacéo (FAO) das Nacdes Unidas e
Organizagao Mundial de Saude (WHO), de que os probidticos sdo “microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio
a saude do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002).

Diversos beneficios a saude ja foram atribuidos ao uso de produtos que
contém probidticos, enquanto outros, promissores em modelo animal, ainda requerem
estudos em humanos para amparar as alegacfes. Além disso, os beneficios nédo sédo
fornecidos igualmente por todas as espécies, nem mesmo por todas as cepas de uma
mesma espécie (VASILIEVIC; SHAH, 2008).

Capazes de prevenir patologias, como diarreia, cancer de colon, doenca de
Chron, intoleréncia a lactose, regular a microbiota intestinal e prevenir distlrbios no
metabolismo gastrointestinal, os probioticos também séo utilizados em outras praticas
clinicas, como no controle do colesterol (OLIVEIRA; ALMEIDA; BOMFIM, 2017).

Os probiéticos podem tanto ser incorporados na alimentacdo como podem
existir naturalmente em alimentos funcionais e, ainda, podem ser ingeridos
separadamente como medicamentos ou suplementos (THOMAS; GREER; Committee
on Nutrition, 2010). Varios microrganismos sdo utilizados como probidticos: bactérias

acido-lacticas, bactérias ndo &cido-lacticas e leveduras (SANTOS; BARBOSA;
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BARBOSA, 2011). As bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium recebem
maior destaque devido a uma longa trajetoria de utilizacao segura (LINARES; ROSS;
STANTON, 2016), além disso, como sao isoladas do humano saudavel, sugere-se
que elas podem desempenhar melhor seus efeitos benéficos, uma vez que estariam

em um ambiente similar ao qual foram isoladas (PEREIRA, 2012).

3.1.1 Mecanismo de acéao probidtico

O mecanismo definitivo da acdo das bactérias probidticas ainda né&o foi
entendido claramente (DALIRI; LEE, 2015), porém, a literatura propde 0s mesmos
atribuidos a microbiota intestinal: competicdo por receptores intestinais, competicao
por nutrientes essenciais, restauracdo da alteracdo de permeabilidade intestinal,
producdo de substancias antimicrobianas, como acidos organicos e bacteriocinas, e
modulacao do sistema imune, conforme esquematizado na Figura 1 (AMARAL, 2015;
MORAIS; JACOB, 2006; CAST, 2007; JUNGERSEN et al., 2014; SOUZA, 2012).

Probidtices
¥ S .
L 4 ( r Substin cias
Nutrientes .. antimicrobianas
@
Patdgenos 4,
» qun—ttens
i/ Microbiota
Adesdo ® intestinal
L e $ an %N o g Pl
A W —0 . , g
oy o o o

'. "9 Imunomodulaglo

Citocinas

Figura 1 Esquematizagdo do mecanismo de acdo de probidticos (adaptado de LINARES; ROSS;
STANTON, 2016 e DALIRI; LEE, 2015).

No mecanismo relacionado a competicao por sitios de ligagdo, os probioticos

ocupam o0s receptores da mucosa intestinal, formando uma barreira fisica, de modo
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que bactérias patogénicas seriam excluidas por competicdo de espago
(DOBROGOSZ et al., 1989).

A restauracdo da permeabilidade gastrointestinal pode ser atribuida a
estimulacdo da producdo de mucina, que auxilia na integridade das jun¢bes das
células epiteliais do intestino, 0 que aumenta a resisténcia da mucosa contra o transito
de bactérias e suas toxinas (CAST, 2007).

A imunomodulacdo ocorre principalmente pela estimulacdo de células
dendriticas do intestino e células T. O contato entre as superficies externas das células
via receptores Toll-like e DC-SIGN e dos probidticos leva a produc¢éo de citocinas que
agem na apresentacao de antigenos e a estimulacéo de polarizacédo de células T em
células T regulatérias e auxiliares (LEBEER; VANDERLEYDEN; KEERSMAECKER,
2010).

3.2 Género Bifidobacterium e B. animalis subsp. lactis

As bifidobactérias foram isoladas e descritas originalmente no periodo de 1899-
1900 por Henry Tissier, ao observar em grande quantidade uma bactéria em forma de
Y nas fezes de bebés com aleitamento materno em comparacdo com os bebés
alimentados com outras fontes de leite. Foi denominada inicialmente como Bacillus
bifidus; porém, o microbiologista Orla-Jensen sugeriu, em 1924, que a espécie B.
bifidus fosse classificada separadamente, sob o género Bifidobacterium. Nao havendo
ainda um consenso taxondémico, foi classificada como membro do género
Lactobacillus durante grande parte do século XX (LEAHY et al., 2005).

O género Bifidobacterium engloba bactérias de carater anaerébico, Gram-
positivas, de motilidade e catalase negativas, em forma de bacilos curtos e curvados
e bacilos bifurcados, encontradas no trato gastrointestinal, cavidade oral e na vagina
de mamiferos (FIJAN, 2014; BUNESOVA et al., 2017; NOGUEIRA; GONCALVES,
2011). Em humanos, ap6s um més de nascimento o intestino do bebé estara ocupado
com 80% de bifidobactérias, mantendo-se em quantidade estavel até a idade adulta,
guando declina. Sua populacao sofre influéncia pela dieta, uso de antimicrobianos e
estresse (PEREIRA, 2012).

Capazes de fermentar glicose em acidos lactico e acético por meio de uma via
metabdlica com a presenca da enzima frutose-6-fosfato fosfocetolase (F6PPK)
(GOMES; MALCATA, 1999), as especies do género Bifidobacterium também sao

conhecidas por sua resisténcia aos sais biliares, caracteristica muito importante para
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as bactérias probidticas, pois estabelece sua sobrevivéncia no trato gastrointestinal e
desempenho do seu papel probiético (RUIZ; MARGOLLES; SANCHEZ, 2013).

De modo geral, o fenbmeno de resisténcia aos sais biliares € multifatorial e
envolve processos que visam neutralizar efeitos nocivos sobre as estruturas
bacterianas por meio da hidrélise e efluxo dos sais e alteracdes na composi¢cédo da
membrana e parede celular bacteriana (KUMAR et al., 2006; RUIZ et al., 2012;
GOMEZ-ZAVAGLIA et al., 2002).

Bifidobacterium lactis (DSM 10140) foi isolada de iogurte e descrita
primeiramente como uma espécie Unica do género Bifidobacterium (MEILE et al.,
1997), porém, uma analise taxondmica polifasica posterior a reclassificou como
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (MASCO et al., 2004). Naturalmente, seu habitat
€ 0 trato gastrointestinal de animais, como o das galinhas, mas principalmente de
mamiferos, como os coelhos, cédes e inclusive o homem (BUNESOVA et al., 2017).

Diferente de outras bifidobactérias, apresenta certa tolerancia ao oxigénio,
sobrevivéncia durante exposicdo a pH 3,5, viabilidade durante o armazenamento
refrigerado prolongado e também uma resisténcia intrinseca a estresses tecnologicos
e fisiolégicos, caracteristicas que permitem sua utilizagdo em diversos produtos
comerciais em condicbes nao anaerdbicas, principalmente lacteos, suplementos
alimentares e preparacfes farmacéuticas (MASCO et al., 2004; LEAHY et al., 2005;
KAILASAPATHY; HARMSTORF; PHILLIPS, 2008; MARGOLLES; SANCHEZ, 2012).

A relacdo simbidtica da subespécie com o hospedeiro e os beneficios
ocasionados sdo considerados por suas propriedades imunomoduladoras e
antimicrobianas (BIAVATI et al., 2000; GILL et al, 2000; SINGH; DAMLE; CHAWLA,
2011; TOIVIAINEN et al., 2015).

3.3 Aplicagdes clinicas

De modo geral, os probiéticos contribuem no controle da microbiota intestinal,
estabilizando a mesma apdés o uso de antimicrobianos, promovendo resisténcia
gastrointestinal a colonizacdo de patdgenos, conferindo melhoria na digestdo de
lactose em individuos intolerantes, aliviando a constipacéo e proporcionando aumento
da absorcao de minerais e producao de vitaminas (PEREIRA, 2012).

A utilizagdo de probidticos se mostra eficaz na profilaxia de diarreias em
criancas desnutridas ou em pacientes hospitalizados, diarreia em viajantes, diarreia

associada a antibiéticos, bem como outras diarreias bacterianas e protecdo contra
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atividade de Helicobacter pylori (LINARES; ROSS; STANTON, 2016; GUARNER,;
MALAGELADA, 2003). Os resultados satisfatérios nas alteracbes gastrointestinais
ocorrem supostamente pela reducdo da permeabilidade intestinal e pelas
caracteristicas anti-inflamatorias, conforme retratado na Figura 1 (VARAVALLO;
THOME; TESHIMA, 2008). Ja a capacidade de quebra de proteinas com potencial
alergénico no trato gastrointestinal pelos probidticos minimiza a alergenicidade das
proteinas e reduz o risco de alergia alimentar (MORAIS; JACOB, 2006).

Além disso, os probidticos também tém demonstrado acdo em casos de
neoplasia e hipercolesterolemia, restauragédo da microbiota vaginal, na dermatologia
e no tratamento de diabetes (MATOS, 2010; OLIVEIRA; ALMEIDA; BOMFIM, 2017).

3.4 Atividade antimicrobiana e mecanismo de acdo das bacteriocinas

Vérias bactérias probidticas tém demonstrado capacidade de produzir
substancias antimicrobianas, que incluem acidos organicos (acido lactico e acido
acético), peréxido de hidrogénio, didxido de carbono, bem como bacteriocinas (CAST,
2007). No que diz respeito a atividade antimicrobiana de bifidobactérias, incluindo a
subespécie lactis, essas sdo capazes de sintetizar acidos organicos e bacteriocinas
(MARTINEZ et al., 2013).

Os &cidos lactico e acético possuem efeito bactericida ou bacteriostatico
devido, em parte, a sua capacidade de reducdo do pH no trato gastrointestinal,
inativando uma gama de bactérias Gram-negativas (VASILIJEVIC; SHAH, 2008). Além
disso, estes acidos, quando na forma nado dissociada, sdo capazes de atravessar a
membrana celular, reduzindo o pH intracelular microbiano, interferindo nas funcdes
metabdlicas do microrganismo afetado (NAIDU; BIDLACK; CLEMENS, 1999).

As bacteriocinas sédo peptideos antimicrobianos sintetizados pelos ribossomos
das bactérias probidticas, sendo ativas contra outras bactérias, seja da mesma
espécie ou de outros géneros, mas sem atividade para a cepa probidtica produtora
(MARTINEZ et al., 2013). Ozdemir et al. (2011) apontaram que a origem das bactérias
probioticas ndo determina um espectro de inibicdo das bacteriocinas.

O modo de acao das bacteriocinas pode envolver atividades bactericidas ou
bacteriostaticas (KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ, 2016). A maioria delas demonstra
interacdo com os fosfolipidios presentes na membrana plasmatica das bactérias-alvo,
apresentando maior atividade contra bactérias Gram-positivas, visto que estas se

caracterizam por um alto teor lipidico na membrana (ZACHAROF; LOVITT, 2012;



11

GUILHELMELLI et al., 2013). Para atuacdo das bacteriocinas também em bactérias
Gram-negativas, estas necessitam atravessar a parede celular externa para alcancar
a membrana plasmatica da célula-alvo (COTTER et al., 2013).

Apos ligacdo com os fosfolipidios presentes na membrana plasmatica, as
bacteriocinas sao inseridas na membrana, formando agregados proteicos que
resultam na formacado de poros e alteram a permeabilidade, favorecendo a saida de
ions como potassio, magnésio e fosforo, aminoacidos e ATP. O baixo nivel desses
componentes na célula bacteriana resulta na inibicdo do DNA, da sintese de RNA e
proteinas, provocando a morte da célula bacteriana (MONTVILLE; CHEN, 1998). A
ligacdo com a membrana celular e formacédo desses poros pode levar também a
despolarizacdo da camada externa de peptideoglicano, com consequente degradacao
e até mesmo inibicdo de sua sintese (KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ, 2016).

Outro mecanismo de atividade das bacteriocinas envolve sua interagdo com
outros componentes da membrana celular bacteriana, como &cidos teicoico,
lipoteicoico e teicurdnico, o que promove a liberacdo de enzimas autoliticas
bacterianas que resultam na autélise celular (KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ, 2016).

Esses peptideos se diferenciam dos antimicrobianos visto que o espectro de
morte € relativamente restrito, ndo apresentam toxicidade conhecida para células
eucarioticas, geralmente sdo termorresistentes e sdo inativos quando na presenca de
enzimas proteoliticas do trato gastrointestinal (RILEY; WERTZ, 2002; OGAKI,
FURLANETO; MAIA, 2015). Séo produzidos tanto por géneros Gram-positivos como
Gram-negativos (KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ, 2016), porém os provenientes de
bactérias Gram-positivas tém recebido atencéo devido ao seu status GRAS (Generally
Recognized as Safe), no qual sdo reconhecidos como seguros pelo FDA (United
States Food and Drug Administration), por isso seu potencial uso como aditivo na
conservacgao de alimentos (OGAKI; FURLANETO; MAIA, 2015).

A maior parte das pesquisas envolvendo bacteriocinas teve foco na producao
e investigacdo de peptideos produzidos por bactérias acido laticas (LAB) como
Lactococcus spp., Leuconostoc spp., Enterococcus spp. e Pediococcus spp.
(KLAENHAMMER, 1993), sendo a nisina o exemplo mais conhecido: descoberta em
1928, produzida por cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis, aprovada em 1988 pela
Food and Drug Administration (FDA) para utilizacdo em varios alimentos processados
(GALVEZ et al., 2008).

A producdo de bacteriocinas por bifidobactérias ndo é muito documentada;

porém algumas descobertas ja sdo bem aceitas na comunidade cientifica, como a
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bifidina e a bifidocina B isoladas de B. bifidum (ANAND et al., 1984; 1985; YILDIRIM,;
JOHNSON, 1999) bifidina | de B. infantis (CHEIKHYOUSSEF et al., 2010), bifilong e
bisina de B. longum (KANG et al.,, 1989; LEE et al., 2011), termofilicina de B.
thermophilum (vonAH, 2006) e bifilato de B. animalis subsp. lactis BB-12 (SALEH; EL-
SAYED, 2004).

As bifidobactérias demonstram taxas de crescimento mais satisfatorias em
meios sintéticos ricos, como extrato de levedura e caldo MRS (Man, Rogosa e Sharpe)
(GOMES; MACATA, 1999), sendo que a producao de bacteriocinas ocorre em todas
as fases de crescimento da bactéria produtora, com maior frequéncia nas fases
exponencial tardia e inicio da fase estacionaria, ndo sendo consideradas metabdlitos
secundarios (TAGG; DAJANI; WANNAMAKER, 1976; SAVADOGO et al., 2006;
RILEY, 2011).

As bacteriocinas de bifidobactérias sao geralmente termoestaveis, séo
resistentes a refrigeracédo e congelamento e apresentam variacées de estabilidade em
diferentes faixas de pH; mas, infelizmente, as concentracbes obtidas sao
regularmente baixas, dificultando sua purificacdo e posterior aplicacdo (MARTINEZ et
al., 2013; SARKAR; MANDAL, 2016). A natureza proteica que apresentam as tornam
resistentes a acdo de algumas enzimas, como amilase e lipase, porém sensiveis a
proteinases (COLLADO et al, 2005).

As técnicas de triagem mais comumente utilizadas para avaliar a atividade
inibitéria de bacteriocinas sdo os tradicionais ensaios de difusdo em disco e de difuséo
em pogo. Os organismos em teste sao inoculados em meios “soft’” agar e o
sobrenadante livre de células preparado por centrifugacédo € preenchido no disco ou
poco. A inibicdo é determinada pela presenca de zonas livres de crescimento ao redor
das areas de difusdo apds incubacédo (ZOU et al., 2018).

As bacteriocinas séo aplicadas principalmente na preservacdo de alimentos
contra microrganismos contaminantes, porém a resisténcia bacteriana frente a
antibiéticos demonstra uma oportunidade para melhor exploracdo do mecanismo de
acao desses compostos e, assim, a realizacéo de novos estudos sobre sua aplicacao
contra microrganismos resistentes e indesejaveis, como 0s presentes no ambiente
hospitalar (CHIKINDAS et al., 2018, SARKAR; MANDAL, 2016).

3.5 Resisténcia bacteriana e infeccdes hospitalares
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Por muitos anos as drogas antibacterianas foram consideradas a panaceia na
cura de infecgbes, com uso apropriado ou nédo, e independente se a infeccdo foi
adquirida na comunidade ou em ambiente hospitalar; porém, em seu discurso no
Prémio Nobel em 1945, o descobridor da penicilina, Alexander Fleming, ja alertava
que as bactérias poderiam se tornar resistentes (WHO, 2014).

Os antimicrobianos se tornaram uma das intervencbes meédicas mais
importantes no desenvolvimento de procedimentos mais complexos, como transplante
de oOrgaos, cirurgias de alta complexidade, manejo de pacientes neoplésicos, entre
outros, mas essas realizacdes terapéuticas sdo ameacadas com o0 aumento de
microrganismos resistentes, podendo colocar pacientes enfermos em risco (MUNITA,;
ARIAS, 2016).

Anualmente, milhares de mortes estdo relacionadas com infecgbes por
microrganismos resistentes e seu crescente permitiu com que a Organiza¢dao Mundial
de Saude (OMS) reconhecesse a resisténcia microbiana como uma grande ameaca
global a saude (BENGTSSON-PALME et al., 2018).

A resisténcia € um processo evolutivo natural para os microrganismos, mas
que é acelerado devido ao uso generalizado de drogas e a rapida proliferacdo destes
seres por meio da transferéncia genética entre eles (WHO, 2014; SILVEIRA et al.,
2006). Além disso, o uso extensivo e inapropriado de drogas, ma-higiene, aumento de
imunocomprometidos e, por vezes, a necessidade de tratamento empirico das
infeccBes contribuem para o aumento da resisténcia (GUIMARAES; MOMESSO;
PUPO, 2010).

Os patdgenos multirresistentes retratam um alerta crescente a saude publica,
visto que as infeccBes multirresistentes a medicamentos sdo desafiadoras, de alto
custo de tratamento e responsaveis por doencas infecciosas em altas taxas,
especialmente hospitalares, o que estimula a busca por novos compostos - como as
bacteriocinas - que possam ser utilizados no desenvolvimento e redesenho de
antimicrobianos (CHANG et al., 2015; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; KON;
RAI, 2016).

InfeccOes hospitalares ou nosocomiais (do Latim nosocomium, que significa
hospital) séo infec¢gbes adquiridas em pacientes durante atendimento em ambientes
de assisténcia a saude, que se apresentavam ausentes no periodo de admissao
(JENKINS, 2017). Essas infecgbes podem se manifestar durante o atendimento ou
mesmo apos a alta do paciente e, ainda, podem acometer a equipe médica,
caracterizando uma infec¢éo ocupacional (KHAN; BAIG; MEHBOOB, 2017).
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As infec¢bes nosocomiais geralmente acometem populagdes em Unidades de
Terapia Intensiva (UTI's), de queimaduras, transplantados e neonatos (KHAN; BAIG;
MEHBOOB, 2017). Geralmente se mostram associadas a dispositivos que alteram os
mecanismos normais de protecdo do hospedeiro, de pele e mucosas intactas, como
0s cateteres urinarios, intravasculares e ventiladores mecéanicos (SYDNOR; PERL,
2011). Além disso, bactérias patdgenas em potencial que colonizam o trato
gastrointestinal do paciente podem ser fonte de sepse quando a barreira intestinal
funcional € violada, permitindo translocacao bacteriana (JAIN et al., 2004).

Os tipos mais frequentes sdo de infecgbes do trato urinario, da corrente
sanguinea, pneumonia associada a ventilacdo mecanica e de sitios cirargicos
(EDWARDSON; CAIRNS, 2019). A conducdo dessas infeccbes normalmente
demanda de permanéncia hospitalar prolongada, analises diagnésticas adicionais,
cirurgias e tratamento antimicrobiano, que acarretam em um aumento do 6nus da
assisténcia médica (JENKINS, 2017).

As infeccdes hospitalares contribuem significativamente para o surgimento e
a disseminacdo de microrganismos resistentes, que ocorrem principalmente em
decorréncia de pressdes seletivas do uso corrente de antimicrobianos de amplo
espectro, como vancomicina, cefalosporinas e carbapenemicos. Estes selecionam e
propiciam a evolucdo de bactérias existentes como resistentes, que, ao serem
transmitidas de modo nosocomial, agravam a problematica das infec¢cdes hospitalares
(JENKINS, 2017; EDWARDSON; CAIRNS, 2019).

Entre o0s microrganismos frequentemente isolados nos ambientes
hospitalares destacam-se Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
enterococos resistentes a vancomicina (VRE) e Gram-negativos multirresistentes,
como Acinetobacter spp. e membros da familia Enterobacteriaceae resistentes a
carbapenem, a penicilinas e cefalosporinas de espectro estendido, particularmente
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli (JENKINS, 2017; EDWARDSON; CAIRNS,
2019).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos

Neste trabalho foi utilizada a cepa da bactéria Bifidobacterium animalis subsp
lactis INL1 isolada de leite materno na Universidad Nacional del Litoral, na cidade de
Santa Fé, Argentina, como microrganismo probidtico. Foram utilizadas para os
ensaios de suscetibilidade cepas de Staphylococcus aureus resistente a metilicina
(MRSA), Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase e Escherichia coli
produtora de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL), isoladas e gentilmente
cedidas pelo Hospital Universitario do Oeste do Parana (HUOP), na cidade de

Cascavel, Brasil.

4.2 Ativacado de B. animalis subsp. lactis INL1

A cepa de B. animalis subsp. lactis INL1 (200 uL) estocada a -80°C foi ativada
em um tubo com 10 mL de caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS) acrescido de 0,1% de
cisteina esterilizada por filtracdo (100 pL) incubada em estufa bacterioldgica por 24 h
a 37 °C em condicdes de microaerofilia em jarra de anaerobiose. Apés verificacdo do
crescimento pela turvacdo do meio, um repique foi realizado com transferéncia de 100
ML do crescimento para um novo caldo MRS + 0,1% de cisteina, sob as mesmas
condi¢cbes de incubacédo e, posteriormente, um segundo repique foi realizado nas

mesmas condi¢ces para obtencéo do overnight de trabalho (Figura 2).

100l . 24h 100 pL . 24 100 L .

37 —_— —_— 7o

—
' Microaerofilia ' S 00, '

Cepa

estocada 10mL MRS + 10 mL MRS + 10 mL MRS +
-g0°c ) 190 L 100 pL 100 pL
cisteina 0,1% cisteina 0,1% cisteina 0,1%
ATIVACAD REPIQUE 1 REPIQUE 2
overnight

Figura 2 Representacdo esquematica da ativacéo de B. animalis subsp. lactis INL1.

4.3 Ativacado das cepas patogénicas
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As cepas foram recebidas ja com crescimento em colénias em placas de Petri
e foram mantidas por repiques.

A cepa de Staphylococcus aureus MRSA foi repicada em placa de Petri
contendo meio &gar sal manitol (CHAPMAN) e incubada em estufa bacteriol6gica
durante 18 a 24 h a 35-37 °C.

As cepas de Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase e
Escherichia coli ESBL foram repicadas em placa de Petri contendo agar MacConkey

e incubadas em estufa bacterioldgica durante 18 a 24 h a 35-37 °C (Figura 3).

S qumus E.coli K. preumomiae
MRSA- meio ESBL- meio prod. carbapenemase -
CHAPMAN MacConkey meio Maconkey

Incubagdo
24h
32oC

Figura 3 Representacédo esquematica da ativacéo das cepas patogénicas.

Apos o crescimento das bactérias com formacéo de coldnias, prosseguiu-se

com os testes fenotipicos para confirmacéo das caracteristicas de resisténcia.

4.4 Testes fenotipicos das caracteristicas de resisténcia

A resisténcia das cepas patdgenas utilizadas no estudo foi confirmada por
testes fenotipicos, sendo a resisténcia a meticilina por S. aureus detectada pelo teste
de disco-difusdo com cefoxitina e a producdo de ESBL para E. coli pelo teste de
sinergismo do duplo disco (TSDD), ambas conforme orienta¢cdes do Comité Brasileiro
de Testes de Sensibilidade aos Antimicrobianos (BRCAST, 2018). Ja a caracterizacéo
da producao de carbapenemase pela K. pneumoniae foi realizada pelo Teste de
Hodge, de acordo com a Clinical and Laboratory Standards Institute com algumas
modificacdes (CLSI, 2010).
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Para a resisténcia de S. aureus a meticilina foi preparada uma suspenséo a
partir da cepa crescida no meio CHAPMAN do dia anterior, em solucéo salina estéril
a 0,89% até a obtencdo de uma turvacdo correspondente a 0,5 da escala de
McFarland (108 UFC/mL).

Foram preparadas placas de Petri contendo aproximadamente 25 mL de meio
Mueller-Hinton (MH), no qual foi inoculada a suspenséo de S. aureus em trés direcdes
diferentes com auxilio de um swab. Sobre o indculo foi aplicado um disco de 30 pg de
cefoxitina e posterior incubacéo da placa invertida a 35+1 °C por 20 h. A resisténcia a
meticilina é reportada quando a cepa em teste apresenta um halo de inibicdo < 22 mm
para o disco de cefoxitina. Uma cepa de S. aureus ATCC 29213 sabidamente sensivel
a meticilina foi utilizada como controle negativo.

A produgéo de ESBL pela cepa de E. coli foi verificada pelo TSDD. Para tal, a
partir da cepa de E. coli, repicada em meio MacConkey no dia anterior, foi preparada
uma suspensdo em solucdo salina estéril a 0,89% até a obtencdo de uma turvacao
correspondente a 0,5 da escala de McFarland (108 UFC/mL). A suspensédo foi
inoculada em uma placa de Petri contendo meio MH em trés dire¢des diferentes com
auxilio de um swab. Foram aplicados a placa discos de cefotaxima, ceftadizima,
cefepima e de aztreonam distribuidos ao redor de um disco central de amoxacilina +
acido clavulanico, com 20 mm de distanciamento entre os discos. A placa foi incubada
a 3712 °C por 20 h. Quando qualquer expansao do halo de inibicdo de qualquer disco
for aumentada em direcdo ao disco de amoxacilina + &cido clavulanico, o teste é
considerado positivo para cepa produtora de ESBL.

Para a confirmacéo da presenca de carbapenemase, uma cepa padréo E. coli
ATCC 25922 foi utilizada para o preparo de uma suspensdo em solucao salina estéril
a 0,89% até a obtencdo de uma turvacdo correspondente a 0,5 da escala de
McFarland (108 UFC/mL) e inoculada em uma placa de Petri com meio MH, com
auxilio de swab, em trés direcdes diferentes. Discos de ertapenem, meropenem e
imipenem foram aplicados e entdo foi feita inoculacdo das cepas de K. pneumoniae
com uma alga de 10 pL em forma de linhas, partindo dos discos em dire¢do a borda
da placa. A placa foi incubada a 37+2 °C por 20 h. A producéo de carbapenemase &
considerada positiva para qualquer deformacao no halo de inibi¢ao.

Os testes foram realizados semanalmente, conforme andamento dos

experimentos.
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4.5 Obtencdo do sobrenadante livre de células (CFS) da cultura de B. animalis

subsp. lactis INL1

Utilizou-se o overnight (Figura 2) de trabalho de B. animalis subsp. lactis INL1
para preparacdo do sobrenadante livre de células (CFS), conforme preparo descrito
no item 4.2. O cultivo foi centrifugado a 4.000 rpm por 8 min e o0 sobrenadante livre de
células transferido para um tubo de poliestireno estéril. O pH final do cultivo celular
nao foi mensurado neste estudo, porém o CFS foi ajustado ao pH de 6,5 com NaOH
1N, eliminando a possibilidade de interferéncia de acido no teste de antagonismo. Na
sequéncia foi esterilizado por filtragdo em membrana com poros de 0,22 ym (Figura
4).

HalOH 1H

i N7

| o
v '
Chremricht de 4.000 RP i P &
. Transferéncia do
trabalho 8. 2 minutos CFS . .
animatis subsp. fittragao em
lackiz INL1 metnkbrana 0,22 pm

Figura 4 Representacdo esquematica da obtencao do sobrenadante livre de células (CFS) da cultura
de B. animalis subsp. lactis INL1.

4.6 Atividade antibacteriana do sobrenadante livre de células da cultura de B.

animalis subsp. lactis

Para investigar a acao antimicrobiana de extratos naturais, fracées ou produtos
bacterianos os métodos mais comumente empregados em laboratério envolvem a
difusdo do agente em teste em meio agar (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

Para verificar a atividade antibacteriana do sobrenadante livre de células da
cultura de B. animalis subsp. lactis INL1 foram utilizados os métodos de difusdo em
agar e disco difusdo, bem como a microdiluicdo em caldo, conforme apresentados a

sequir.
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4.6.1 Atividade antibacteriana por difusdo em agar

Apoés o crescimento das cepas patogénicas com formacao de colbnias, foram
preparadas suspensdes em solucédo salina estéril a 0,89% até a obtencdo de uma
turvacdo correspondente a 0,5 da escala de McFarland (108 UFC/mL) de cada uma.
Em placas de Petri contendo 20 mL de meio Brain Heart Infusion (BHI) soft-agar (semi-
sélido 0,8%) solidificado foi feita a semeadura com a suspensdo de cada cepa
patogénica por toda a superficie do agar em trés direces diferentes com auxilio de
um swab. As placas permaneceram por 5 min a temperatura ambiente para que a
suspensao fosse completamente absorvida pelo agar. Em seguida, cinco pocos de 6
mm de diametro foram preparados em cada placa, sendo que em quatro poc¢os foram
introduzidos 40 pL do sobrenadante probidtico livre de células (CFS) em teste e em
um poco central adicionou-se 40 pL de solucéo salina estéril a 0,89% como controle
negativo. As placas foram incubadas durante 24 h a 37 °C (Figura 5). Os testes foram
realizados em triplicata. Para confirmacédo da atividade, foi verificada a formacao de

halos de inibicdo ao redor dos pocos.
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Figura 5 Representacao esquematica do método de difusdo em &gar.
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4.6.2 Atividade antibacteriana por disco-difusao

Para a atividade por disco-difusdo foram preparadas suspensdes das cepas
conforme descrito no item 4.6.1.

Sobre placas de Petri contendo 20 mL de BHI soft-agar ja solidificado foi
realizada a semeadura de cada patégeno em teste por toda a superficie do agar em
trés direcdes diferentes com auxilio de um swab. As placas permaneceram por 5 min
a temperatura ambiente para a completa absorcdo da suspensdo pelo agar. Na
sequéncia, 3 discos de papel-filtro de aproximadamente 6 mm de diametro
previamente autoclavados foram dispostos sobre a superficie de cada meio, sendo
gue em dois discos foram adicionados 40 pL do sobrenadante probidtico livre de
células em teste e em um disco adicionou-se 40 pL de solucao salina estéril a 0,89%
como controle negativo. As placas foram incubadas durante 24 h a 37 °C (Figura 6).

Apos este periodo de tempo, foi verificada a formacao de halos de inibicéo.

Y
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| V &

Adigdoded0pl deCFS emdos  — .
discos e 40 plde sol. Salina Incubagdo

0,29% emum disco 24h
areC

Figura 6 Representacéo esquematica do método de disco-difuséo.



21

4.6.3 Atividade antibacteriana por microdiluicdo em caldo

O teste de microdiluicdo baseou-se no método M7-A6 — National Commitee
for Clinical Laboratory Stndars com adaptacdes (NCCLS, 2003). Foram utilizadas
microplacas de 96 pocos e testadas as 3 cepas patdgenas: S. aureus MRSA, K.
pneumoniae produtora de carbapenemase e E. coli ESBL.

Primeiramente as trés cepas foram ajustadas a escala de McFarland nas
mesmas condi¢des descritas em 4.6.1 e 4.6.2. e distribuidos 100 pyL na linha A,
seguindo a ordem: coluna 1 para S. aureus MRSA, coluna 2 para K. pneumoniae
produtora de carbapenemase e coluna 3 para E. coli ESBL. Esta mesma linha recebeu
também 100 pL de caldo BHI, caracterizando-se, assim, a linha de controle de
crescimento.

A linha B recebeu apenas 100 pL do caldo BHI sendo a linha de controle de
esterilidade.

Na linha C foram adicionados 100 pL da solucdo ajustada de cada cepa
patdgena na mesma ordem de colunas que A, além de 100 pL do caldo BHI e 100 pL

do CFS, sendo entéo a linha teste (Tabela 1).

Tabela 1 Distribuicdo dos tratamentos ou inocula¢des do teste por microdiluicdo em caldo.

Coluna 1 Coluna 2 Coluna 3
(clo_::rhoalleAde S. aureus MRSA + K. pneumoniae produtora de E. coli ESBL +
. 100 pL BHI carbapenemase + 100 pL BHI 100 pL BHI
crescimento)
Linha B
(controle de 100 pL BHI 100 pL BHI 100 pL BHI
esterilidade)
Linha C S. aureus MRSA + K. pneumoniae produtora de E. coli ESBL +
(teste) 100 pL BHI + 100 carbapenemase + 100 pL BHI + 100 pL BHI + 100
pL CES 100 pL CFS pL CES

Apos o procedimento, as placas foram lacradas e mantidas em incubagéo a
36 °C por 24 h (Figura 7). O teste foi realizado em triplicata e, por meio de leitura
visual, observou-se turvagdo ou formagdo de precipitado para 0s casos de
crescimento e auséncia dessas caracteristicas nos casos de ndo crescimento das

cepas patogenas.
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Figura 7 Esquematizacdo do método de microdiluicdo em caldo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Testes fenotipicos das caracteristicas de resisténcia

Para verificar se as cepas patdgenas cedidas para o estudo apresentavam as
caracteristicas de resisténcia, realizaram-se testes fenotipicos padrdo de
suscetibilidade a antimicrobianos. Para S. aureus e E. coli foram realizados ensaios
de acordo com o Comité Brasileiro de Testes de Sensibilidade aos Antimicrobianos
(BRCAST, 2018) e para a K. pneumoniae, segundo orientacdes da Clinical and
Laboratory Standards Institute com algumas modificacdes (CLSI, 2010), conforme
descrito no item 4.4.

A cepa de S. aureus em teste apresentou halo de inibicdo < 22 mm, ponto de
corte que caracteriza a resisténcia a meticilina. A cepa de S. aureus ATCC 29213

demonstrou alta sensibilidade ao antibitico, conforme esperado (Tabela 2).

Tabela 2 Leitura dos halos de inibicao do teste fenotipico de resisténcia das cepas de S. aureus a
meticilina. Interpretacéo conforme orientacdes do EUCAST para a deteccdo de mecanismos de
resisténcia e resisténcias especificas de importancia clinica e/ou epidemiolégica (BRCAST, 2018).

Cepa Halo de inibicdo (em mm) Interpretacdo
S. aureus em teste 10 mm Resistente a meticilina
S. aureus . . -
ATCC 29213 32 mm Sensivel a meticilina

Em relacdo as Gram-negativas, no teste de TSDD, para avaliar a
caracteristica de resisténcia ESBL para a E. coli avaliada, foi possivel identificar uma
expansdo na zona dos halos de inibicdo dos discos das cefalosporinas cefotaxima,
ceftadizima e cefepima em direcédo ao disco central, associado ao acido clavulanico
(Figura 8a). Também foi realizado o teste de Hodge para a confirmacdo da producao
de carbapenemase, em que a cepa em teste se mostrou positiva, com a deformacao

presente no halo de inibigéo (Figura 8b).
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Figura 8 Confirmacao fenotipica das resisténcias das cepas Gram-negativas: a — E. coli ESBL (o teste
TSDD se mostra positivo quando ha aumento no halo de inibi¢cdo de qualquer disco em dire¢do ao disco
com acido clavulanico, conforme indicado pelas setas na figura) e b — K. pneumoniae produtora de
carbapenemase; 1 - E. coli ATCC 25922; 2 — cepa teste (o teste de Hogde confirma a produc¢éo de
carbapenemase quando ha distor¢édo no halo de inibicdo, conforme seta indicativa na figura).

5.2 Atividade antibacteriana do CSF sobre as bactérias

Os mecanismos de atividade antimicrobiana de bifidobactérias tém sido
sugeridos como multifatoriais, entre eles a presenca de compostos antimicrobianos
produzidas por elas (TOURE et al., 2003).

5.2.1 Atividade antibacteriana por difusdo em agar

Para avaliar a eficiéncia da acao inibitéria in vitro dos produtos de cultivo da
cepa B. animalis subsp. lactis INL1, pela producdo de compostos antimicrobianos, foi
utilizada inicialmente a técnica de difusdo em agar, conforme realizado por Schueler
(2018) com algumas modificagdes.

O CFS da cepa probiética utilizada no presente trabalho ndo apresentou
atividade contra as cepas patdgenas testadas - S. aureus MRSA (Figura 9a), K.
pneumoniae produtora de carbapenemase (Figura 9b) e E. coli ESBL (Figura 9c) -,

com auséncia de halos de inibicdo de crescimento.
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Figura 9 Difusdo em agar: a — S. aureus MRSA; a — K. pneumoniae produtora de carbapenemase; ¢ —
E. coli ESBL; 1 — poco controle com solucao salina; 2, 3, 4 e 5 — pocos teste com CFS.

Essa metodologia pode ser utilizada para a detecgdo do efeito inibitorio de
bacteriocinas, assim como avaliado por Abdelhamid, Esaam e Hazaa (2018), que
comprovaram que espécies de B. longum e B. bifidum reduziram o crescimento de
duas cepas de E. coli multirresistentes (ABDELHAMID; ESAAM; HAZAA, 2018).
Tejero-Sarifiena e colaboradores (2012), utilizando a mesma metodologia com
algumas modificagBes, investigaram quinze cepas de bactérias probioticas, sendo
quatro pertencentes ao género Bifidobacterium. Nesses casos, a atividade
antimicrobiana foi testada frente a bactérias patdgenas, entre elas S. aureus e E. coli,
com sobrenadante livre de células neutralizado com NaOH e esterilizado, como no
nosso trabalho, e também com sobrenadante concentrado por liofilizacdo e
sobrenadante sem tratamentos. Os resultados mostraram que o sobrenadante de trés
cepas de bifidobactérias foi capaz de inibir significativamente o crescimento das
bactérias patdgenas, porém quando neutralizado, o efeito antagdnico foi bastante
reduzido, sugerindo que um dos principais mecanismos de inibicdo poderia ser
resultado da producdo de &cidos organicos pelas cepas probidticas, que teria
favorecido anteriormente um ambiente indspito ao desenvolvimento de S. aureus e E.
coli (TEJERO-SARINENA et al., 2012).

Ainda, um experimento realizado anteriormente por Zacarias e colaboradores
(2014) mostrou que a cepa B. animalis subsp. lactis INL1 apresenta efeito protetor em
modelo in vivo de infec¢ao intestinal por Salmonella enterica subsp. enterica Serovar
Typhimurium. Doses da cepa probiotica foram administrados em cobaias por 10 dias
de modo preventivo a infec¢cdo por Salmonella e os resultados mostraram uma
reducdo significativa da incidéncia e da gravidade da infeccdo (ZACARIAS et al.,
2014).

As condicdes in vivo podem favorecer a otimizagao da producdo de compostos

antimicrobianos e imunomodulatorios, como sugerido no estudo citado e até mesmo
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uma exclusédo competitiva da probittica com o microrganismo patogénico, propiciando
a atividade inibitéria. Schneitz (2005) aponta que a exclusdo competitiva se trata de
um evento predominantemente fisico, de maior relevancia do que a producéao de
acidos organicos ou outros metabdlitos, como as bacteriocinas, porém sao
caracteristicas que ndo sao passiveis de observacao nas técnicas in vitro aplicadas
neste estudo (SCHNEITZ, 2005).

5.2.2 Atividade antibacteriana por disco-difuséo

Além da investigacdo por difusdo em agar (item 4.6.1), a metodologia de
disco-difusdo também foi utilizada para avaliar a atividade antimicrobiana da B.
animalis subsp. lactis INL1, conforme Prosekov et al. (2015) com algumas
adaptacoes.

O CFS nédo demonstrou atividade inibitoria sobre as cepas de S. aureus MRSA
(Figura 10a), K. pneumoniae produtora de carbapenemase (Figura 10b) e E. coli ESBL
(Figura 10c), havendo auséncia de halos de inibicdo de crescimento ao redor dos
discos.

a
7

Figura 10 Disco-difuséo: a — S. aureus MRSA; b — K. pneumoniae produtora de carbapenemase; c — E.
coli ESBL; 1 — pocos controle com solucéo salina; 2 e 3 — pocos teste com CFS.

Quando avaliado por Ouda e colaboradores (2018) pela mesma metodologia,
0 sobrenadante da cepa de B. animalis subsp. lactis testado pelo grupo inibiu o
crescimento de nove indicadores patégenos, 0s quais incluiam espécies de interesse
médico, como Enterobacter cloaclae, E. aerogenes, S. aureus, S. haemolyticus e E.
coli O157:H7. A formacdo de zonas de inibicdo ao redor dos discos foi evidente
também para a espécie B. longum subsp. infantis, com algumas varia¢cdes em relagéo
ao tamanho dos halos (OUDA et al., 2018). Os pesquisadores indicaram que ndo ha
um padrdo especifico de atividade antimicrobiana entre cepas do mesmo género e
nem mesmo entre espeécies, caracteristica que observamos ao contrastar com a
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auséncia de inibicdo pelo metabdlito da cepa de B. animalis subsp. lactis INL1 avaliada

neste estudo.

5.2.3 Atividade antibacteriana por microdiluicdo em caldo

Na avaliacdo por microdiluicdo em caldo, o sobrenadante livre de células da
cultura de B. animalis subsp. lactis INL1, na linha A, de controle de crescimento,
apresentou os resultados esperados de desenvolvimento das cepas patdgenas,
havendo turvacéo e formacéo de precipitado. Na linha B, de controle de esterilidade,
ndo demonstrou caracteristicas de turvacéo e/ou precipitado, indicando auséncia de
contaminacdo do caldo BHI. Na linha C, caracterizada como teste, apresentou
turvacao e formacao de precipitado para todas as cepas patdégenas, S. aureus MRSA,
K. pneumoniae produtora de carbapenemase e E. coli ESBL, indicando que o CFS

nao impediu o desenvolvimento das mesmas (Figura 11).

K. phewmoniae prod.
carhapenemase

S. aureus MRSA, E. coli ESBL

Figura 11 Susceptibilidade das cepas patégenas frente aplicacdo do CFS em microdiluicdo: a — controle
de crescimento (constituido de BHI e cepa patdgena); b — controle de esterilidade (constituido apenasde
BHI); c — teste (constituido de BHI, cepa patégena e CFS); 1 — coluna de S. aureus MRSA,; 2 — coluna
de K. pneumoniae produtora de carbapenemase; 3 — coluna de E. coli ESBL.

Lahtinen e colaboradores (2007) também avaliaram a atividade antimicrobiana
do sobrenadante de 38 cepas de Bifidobacterium spp. isolados de idosos juntamente
com a conhecida B. animalis subsp. lactis Bb-12 pelo método de microdiluicdo em
caldo. O grupo de pesquisa testou o0 sobrenadante frente as cepas de S. aureus
RN4220, Escherichia coli K-12 e Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028. Inicialmente os resultados mostraram que todas as cepas de bifidobactérias
testadas inibiram o crescimento de S. aureus RN4220, porém os dados foram

ajustados apos tratamento de neutralizacao dos sobrenadantes, e entdo somente trés
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cepas nomeadas B. longum 46, B. longum 56 e B. breve 116 demonstraram inibicao
contra S. aureus. A cepa de B. animalis subsp. lactis Bb-12 ndo mostrou inibicdo
estatisticamente significativa contra S. aureus, sugerindo que a atividade
antimicrobiana € uma caracteristica inica mesmo entre cepas probiodticas conhecidas.

Em relacdo as Gram-negativas, nenhuma bifidobactéria teve efeito inibitorio
sobre o crescimento das mesmas (LAHTINEN et al., 2007).

Alguns pesquisadores sugerem que a producdo de acidos orgéanicos tem
parcial responsabilidade na atividade inibitéria das bifidobactérias (BRUNO; SHAH,
2002; IBRAHIM; SALAMEH, 2001). A aplicacéo de tratamentos ao sobrenadante,
como o ajuste do pH com NaOH realizado neste trabalho, pode reduzir o efeito
antimicrobiano, situacbes percebidas por pesquisadores como Tejero-Sarifiena e
colaboradores (2012), conforme descrito no item 5.2.1 da metodologia de difusdo em
agar, e por Lahtinen e colaboradores (2007) no ensaio por microdiluicdo em caldo.
Apesar da significativa reducdo e ajuste nos resultados dos experimentos, o
procedimento de neutralizacéo deve ser levado em consideracao para nédo subestimar
a hipotética producédo de compostos antimicrobianos especificos, como bacteriocinas,
e evitar falsas interpretacdes sobre sua producdo (OGAKI; FURLANETO; MAIA,
2015).

Os ensaios de difusdo em agar, disco-difusdo e microdiluicdo em caldo estao
entre os métodos de triagem disponiveis para detectar a atividade inibidora de
bacteriocinas (PINGITORE et al., 2007). Para Zou e colaboradores (2018), os trés
métodos sdo adequados e de facil interpretacdo de resultados, porém podem ser
demorados, visto que inUmeras cepas normalmente devem ser rastreadas para
identificacdo da acao eficiente de bacteriocinas (ZOU et al., 2018).

Ha um consenso em relacdo a importancia da fase de crescimento da probiotica
e a producdo das bacteriocinas, entretanto um conhecimento preciso da producao
6tima durante as fases pode ser critico (MARTINEZ et al., 2013). Por exemplo, a
producéo de antimicrobianos pela cepa B. bifidum NCDC 1452 ocorreu ap6s 30 h de
incubacéo do cultivo (Anand et al., 1985), porém a bacteriocina bifidocina B da mesma
cepa foi produzida ja entre 12-18 h de crescimento (CHEIKHYOUSSEF et al., 2008),
com diminuicdo na concentracdo ao longo das horas seguintes (YILDIRIM;
JOHNSON, 1998). Além destes, Collado e colaboradores (2005) observaram que
varias espécies de Bifidobacterium atingiram producdo maxima de bacteriocinas com

cerca de 16 h de crescimento, que diminuiu ou esteve ausente depois deste periodo.
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Com isso, percebe-se que o tempo de duracdo de uma especifica cepa produtora de
bacteriocina pode ser bastante variavel.

Chikindas e colaboradores (2018) apontam que a atividade das bacteriocinas
pode ocorrer em concentracdes consideravelmente diferentes para diferentes
bacteriocinas; situacdo evidenciada quando concentracbes micromolares da
bacteriocina salivaricina B (de Streptococcus salivarius) foram necessarias para
interferir no desenvolvimento de Micrococcus luteus e Streptococcus pyogenes, em
contraste a necessidade de concentracdes nanomolares de nisina A para a mesma
funcdo (BARBOUR et al., 2016).

Ainda, muitas bacteriocinas ndo sdo produzidas em grandes quantidades pela
cepa probiotica produtora (PINGITORE et al., 2007). Para alguns pesquisadores, a
inducdo muitas vezes ocorre em situacoes de estresse, como aumento populacional
e escassez de nutrientes (RILEY, 2011; SAVADOGO et al., 2006), porém as
condicbes de producdo e crescimento in vitro, como realizado neste estudo, sdo
carentes de fatores estressantes, podendo nado induzir processos de defesa ou
resposta a condicdes adversas (IBRAHIM; SALAMEH, 2001), sendo possivel que a
producgéo de bacteriocinas pela cepa de B. animalis subsp. lactis INL1 tenha sido muito
baixa ou inexistente.

Quando esta mesma cepa, avaliada por Zacarias e colaboradores (2014) no
modelo in vivo, foi considerada capaz de reduzir a incidéncia e gravidade de infec¢éo
por Salmonella, os mecanismos sugeridos relacionavam-se principalmente com a
producdo de outros componentes, ndo antimicrobianos, mas sim imunomodulatérios
(ZACARIAS et al., 2014).
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6 CONCLUSOES

Ao avaliar a acdo do sobrenadante livre de células da cepa de B. animalis
subsp. lactis INL1, conclui-se que a mesma ndo apresentou efeito inibitorio sobre o
crescimento in vitro de S. aureus MRSA, K. pneumoniae produtora de carbapenemase
e E. coli ESBL isoladas de ambiente hospitalar nas metodologias aplicadas.

Sendo assim, faz-se necessaria a realizacdo de novos estudos que possam
melhor investigar e caracterizar se a cepa apresenta agao antimicrobiana in vitro por

meio da otimizag&o de seu crescimento e producao de bacteriocinas.
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