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RESUMO

Introducao: As bactérias em biofilmes se diferem metabolicamente das demais bactérias
em suspensdo isoladas em cultura pura, pois apresentam uma maior resisténcia aos
antibidticos e desinfetantes. Estudos mostram que dois diferentes mecanismos sao
capazes de atuar modulando a formacao de biofilmes, sendo estes: inibi¢ao da fixagdo da
superficie bacteriana e desestabilizagdo /interrupcdo de biofilmes maduros
irreversivelmente aderidos. Considerando a relevancia do tema e a necessidade de
terapias inovadoras, uma nova estratégia propde o uso de probioticos como agentes
antimicrobianos. Objetivo: Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme do
sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 (CFS) em diferentes géneros
bacterianos formadores de biofilmes. Metodologia: Foram realizados ensaios para
avaliacdo da capacidade antimicrobiana e antibiofilme do CFS contra as bactérias
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Acinetobacter
baumannii ATCC 19606, Acinetobacter baumannii 301, Staphylococcus aureus ATCC
12598 e Staphylococcus aureus ATCC 29213, sendo o primeiro destes, o ensaio de
concentracao inibitoria minima de atividade antimicrobiana (CIM), seguido pelos ensaios
de inibicao da formacao de biofilmes e destrui¢ao de biofilmes maduros. Os dados foram
processados, e os graficos elaborados utilizando o software GraphPad Prism 7.05.
Resultados: Todos os ensaios demonstram alto percentual de inibicdo da atividade
bacteriana das cepas testadas, obtendo percentual em torno de 99% de inibi¢do nos
ensaios de CIM e inibicao da formagao de biofilmes, ¢ 88% de capacidade de destrui¢ao
de biofilmes maduros. Conclusdo: O CFS apresentou atividade antimicrobiana contra
todas cepas testadas, e além de inibir a formagdo de biofilmes também foi capaz de
destruir biofilmes bacterianos previamente formados. Assim, nossos resultados
demonstram a importancia de maiores estudos com essa substancia, visando uma possivel

alternativa terapéutica para o tratamento de infec¢des causadas por estes microrganismos.

Palavras-chave: Biofilmes; probidticos; Lactobacillus rhamnosus;

Resisténcia bacteriana a farmacos.
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ABSTRACT

Introduction: Bacteria in biofilms differ metabolically from other bacteria in suspension
isolated in pure culture, because they are more resistant to antibiotics and disinfectants.
Studies have shown that two different mechanisms can act modulating biofilm formation,
namely: inhibition of bacterial surface attachment and destabilization/interruption of
irreversibly adhered mature biofilms. Considering the relevance of the theme and the need
for innovative therapies, a new strategy proposes the use of probiotics as antimicrobial
agents. Objective: To evaluate the antimicrobial and antibiofilm activity of the
supernatant of L. rhamnosus ATCC 7469 (CFS) on different strains of bacterial genera.
Methodology: Assays were performed to evaluate the antimicrobial and antibiofilm
capacity of the CFS against Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Acinetobacter baumannii 301,
Staphylococcus aureus ATCC 12598 and Staphylococcus aureus ATCC 29213, being the
first of these, the minimum inhibitory concentration of antimicrobial activity (MIC)
assay, followed by the inhibition assays of the formation of biofilms and destruction of
mature biofilms. The data were processed, and graphs prepared using GraphPad Prism
7.05 software. Results: All tests demonstrate a high percentage of inhibition of bacterial
activity of strains tested, obtaining percentage around 99% of inhibition in the MIC and
biofilm formation inhibition tests, and 88% of ability to destroy mature biofilms.
Conclusion: CFS showed antimicrobial activity against all strains tested, and besides
inhibiting biofilm formation it was also able to destroy previously formed bacterial
biofilms. Thus, our results demonstrate the importance of further studies with this
substance, aiming at a possible therapeutic alternative for the treatment of infections

caused by these microrganisms.

Keywords: Biofilms; probiotics; Lactobacillus rhamnosus; Drug resistance,

Bacterial.



270
271
272

273
274
275
276

277
278
279

280

281
282
283

284
285
286

287
288
289

290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Pardmetros ecoldgicos e evolutivos que operam em comunidades de biofilmes.
Efeitos de grupo: aumentam a aptiddo bacteriana em comparagdo com a vida solitaria.
........................................................................................................................................ 12

Figura 2 - Atividade antimicrobiana do sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus ATCC
7649 sobre bactérias formadoras de biofilme..........ccceevvieeiiiiiiiiiiiece e, 35

Manuscrito
Figura 1 - Atividade antimicrobiana do sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus ATCC

7649 sobre bactérias formadoras de bIOfIIME ........eeeeeieeeeieeee e 23

Figura 2- Inibicdo da formagdao de biofilme pelo sobrenadante de Lactobacillus
FRAMNOSUS ATCC TOAD. ..ottt ettt ettt ate e e saaeeneeas 25

Figura 3 - Destrui¢cdo de biofilme pelo sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus ATCC



304
305
306
307
308

309
310
311

312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CIM — Concentracdo inibitdria minima
OMS — Organiza¢ao mundial da satide

ESKAPE - Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
species.

CDC — Centro para controle e prevencao de doengas

pH - Hydrogenion potential

PMB — Biofilmes polimicrobianos

NUDEFA — Nucleo de desenvolvimento de novos farmacos
MH — Mueller Hinton

CFS — Sobrenadante livre de células de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7649
nm — Nanometros

DO/OD — Densidade otica

pL - Microlitro

UFC — Unidades formadoras de colonia

PBS — Tampao fosfato-salino

mL — mililitros

E.coli — Escherichia coli ATCC 25922

P.a — Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

A.b 19606 — Acinetobacter baumannii ATCC 19606

A.b 301 — Acinetobacter baumannii 301

S.a 12598 — Staphylococcus aureus ATCC 12598

S.a 29213 — Staphylococcus aureus ATCC 29213



335
336
337

338
339
340
341
342
343
344
345
346

347
348

349

350
351

352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368

SUMARIO
1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA .......cccoooviieeeeeeeeeeeeeenn, 11
L1 BIOTIIMES ettt 11
1.2 Uso de probiodticos no combate a biofilmes ........c.ceeeveeeeiieiiiieiiieecieecieeeeee 13
2. OBIETIVOS. ..ttt ettt ettt e b te et e teenseeneenaeenees 16
2.1 ObBJELIVO GEIAL: ...eeiiiieeiiieeiee ettt e e st e e e e e saee e eaaeeenaeeenaeeen 16
2.2 ObJetiVOS ESPECITICOS: ..vviiruriieiiieiiiieeriie et e erte e ete e e e e stee e e reeesabeeessaeeenaeeenneeens 16
3. MANUSCRITO ...ooiiiiiiietee ettt sttt 17
1. INTRODUGAO ..o 19
2. METODOLOGIA .....oootiiiiiieeteeee ettt sttt st 20
2.1 Cultivo de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 e obtengao do sobrenadante
20
2.2 Bactérias produtoras de biofilmes...........cccceeviiiieiiiiienciieecee e 20
2.3 Ensaio de atividade antimicrobiana - Determinagao da concentracao inibitoria
1001108000 F I (O 01 ) USSR 21
2.4 Ensaio de atividade antibiofilme: inibi¢ao da formacao de biofilme................... 21
2.5 Ensaio de atividade antibiofilme: destruicao de biofilmes.............cccceevvvreeennnen... 22
2.6 Processamento de dadOs .......coueeiuiiiiiiiiiiiieieeee e 22
3. RESULTADOS ...ttt sttt ettt st ettt s 23
3.1 Ensaio de atividade antimicrobiana (CIM).........c..cccocuieeiiieeiiieieieeeee e 23
3.2 Ensaio de atividade antibiofilme: inibi¢ao da formac¢ao de biofilme................... 24
3.3 Ensaio de atividade antibiofilme: destrui¢ao de biofilmes............cccceeveviiennenn, 25
4. DISCUSSAD. ...ttt sess sttt 26
5. CONCLUSOES......ctiitimiirtiitireeieesssie st seseasss st ss s ssesssessssssces 29
6. AGRADECIMENTOS ...ttt ettt st sne e 29
7. DECLARACAO DE CONFIRMACAO/CONTRIBUICAO DE AUTORIA ........... 29
8. DECLARACAO DE DIVULGACAO ..., 29
9. INFORMACAO DE FINANCIAMENTO........cooviiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
4. RESULTADOS COMPLEMENTARES ......cccoiiiiiiiiiineeeeeeeee e 33
5. CONCLUSOES GERALS ....covtuiriiiiriiineiiesiesiseiesiesiseisesiessesssesssessse s ssesasenes 34
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ocoiiirirriieiieeieeieeeseesssesssesseseesesssenns 35



369

370
371

372

373
374
375
376
377
378
379
380

381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394

395
396
397
398
399
400

11

1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Biofilmes

Biofilmes sdao comunidades microbianas caracterizadas pela produgdo de
substancias poliméricas extracelulares que favorecem a adesdo as superficies bioticas e
abidticas (MIQUEL, S et al., 2016). Sabe-se que interagdes intra e interespécies de
bactérias geram competi¢ao entre os microrganismos, podendo afetar o desenvolvimento
de biofilmes. As bactérias formadoras de biofilmes se diferem metabolicamente das
demais bactérias em suspensdo isoladas em cultura pura, pois apresentam uma maior
resisténcia aos antibidticos e desinfetantes (RENDUELES, O., 2015; FRIERI M. et al,
2017).

Em 2012, uma pesquisa realizada pela associa¢do francesa “Réseau d’alerte,
d’investigation et de vigilancia de infecgdes nosocomiales” (RAISIN), avaliou a
prevaléncia de infec¢des nosocomiais em 1938 instalagcdes hospitalares e 300.330
pacientes, identificando que os microrganismos frequentemente associados as infecgdes
foram: Escherichia coli, Staphylococcus aureus (38,1% resistente a meticilina, MRSA),
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, sendo todas estas cepas produtoras
de biofilme (RAISIN, 2015). Em 2017 a Organizacao Mundial da Saude (OMS) também
evidenciou algumas bactérias que se destacaram devido a sua ampla resisténcia a
antibioticos, destacando que estas devem ter prioridade na investigacdo de novos
farmacos. Nesta lista, os patogenos do grupo ESKAPE estdo classificados como
criticamente prioritarios (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae e Enterobacter spp.) e altamente prioritarios (Enterococcus faecium e
Staphylococcus aureus) para pesquisas € descobertas de antimicrobianos que minimizem

a morbimortalidade por esses agentes infecciosos (WHO, 2017).

Devido ao surgimento e ampla disseminagdo de bactérias multirresistentes aos
antibioticos, houve um notério aumento do numero de mortes por infecgdes,
configurando-se hoje um dos principais desafios globais de satide publica, prejudicando
progressos nos cuidados de saude, producao de alimentos e expectativa de vida. Segundo
o Centro de controle e prevengdao de doengas, do inglés CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, UNITED STATES - CDC, o investimento no
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desenvolvimento e acesso a vacinas, terapéuticos e diagndsticos sao fundamentais para

melhor prevencao, tratamento e deteccdo deste problema (CDC, 2019).

Tendo em vista o grave problema de satde publica configurado pela resisténcia a
antibidticos, as estratégias antibiofilme tornam-se de vital importancia e interesse para a
biotecnologia médica, fato que podemos evidenciar através do grande niimero de
publicacdes recentes sobre o tema (SARIKHANI et al., 2018; ISHIKAWA et al., 2020;
CARVALHO et al., 2021). Os biofilmes exibem particularidades que irdo modificar a
resisténcia bacteriana a fatores externos e interferir em suas capacidades de propagacao e
fatores de viruléncia, conforme demonstra a figura 1.
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Fonte: RENDUELES et al, 2015. Doi:10.1128/microbiolspec.MB-0009-2014.f1.

Modificado pela autora.

Figura 1 - Parametros ecologicos e evolutivos que operam em comunidades de biofilmes.

Efeitos de grupo: aumentam a aptidao bacteriana em comparag¢ao com a vida solitaria.

Dois diferentes mecanismos sdo caracterizados como responsaveis por atuar
modulando a formagdo de biofilmes, sendo estes: inibicdo da fixacdo da superficie

bacteriana e desestabilizacdo /interrup¢ao de biofilmes maduros irreversivelmente
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aderidos (MIQUEL et al., 2016). Neste estudo, ambas hipoteses foram testadas através

de ensaios de inibicao da formagao de biofilmes e destrui¢ao de biofilmes maduros.

Com relagdo as cepas utilizadas neste estudo, com exce¢do do isolado clinico
Acinetobacter baumannii 301, todas sdo caracterizadas como padrdo de referéncia
American Type Culture Collection — abreviadas do inglés por ATCC, sendo o critério de
inclusdo destas a produgao de biofilmes. Quanto a sensibilidade aos antibioticos, a cepa
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 ¢ suscetivel a uma ampla variedade de
antibioticos, incluindo acido nalidixico, ciprofloxacina e muitos antibioticos das familias
B-lactama e aminoglicosideo e resistente a ampicilina, estreptomicina, espectinomicina,
cloranfenicol, sulfametoxazol e ceftazidima. Ja as cepas de Staphylococcus aureus,
(ATCC 12598 e ATCC 29213) demonstram sensibilidade a meticilina (MSSA),
(HAMIDIAN M. Et al., 2020; SONI L. Et al., 2015; MUSSO N. Et al., 2021). O isolado
clinico Acinetobacter baumannii 301, apresenta resisténcia aos antibidticos

ciprofloxacina e ceftazidima e sensibilidade a amicacina (HALICKI et al., 2019).

1.2 Uso de probiodticos no combate a biofilmes

Probioticos sdo microrganismos vivos que, quando consumidos em quantidades
adequadas, sdo capazes de conferir beneficios a saude do hospedeiro (WHO, 2005). A
literatura indica que a introdugdo de probidticos pela alimentagdo ¢ recomendada como
agente benéfico que pode equilibrar e promover beneficios a composicao da microbiota,
proteger contra inflamagao intestinal e agir na modulacao do sistema imune (SHI, L. H.

etal., 2016).

Alguns mecanismos sdo sugeridos como responsaveis pela saude do hospedeiro
proporcionada pelos probidticos, sendo estes: optimizagdo da fungdo da barreira intestinal
através de efeitos no epitélio e revestimento de muco, producdo de substancias
antimicrobianas, regulagdo de acidez luminal e competicdo com bactérias patogénicas.
Esta competicdo pode ocorrer através da disputa por sitios de adesdo, nutrientes, ou
devido a propria produgdo de substancias antimicrobianas (GERRITSEN J et al., 2011;
RIJKERS GT et al., 2010;). Através de determinadas estratégias de alto rendimento,
incluindo transcriptdmica, metabolomica, protedmica e metagenomica, foi identificado

que os probiodticos foram capazes de modular a mucosa intestinal e as respostas imunes
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sistémicas, sendo capaz de conferir protecao ao hospedeiro no combate a patdgenos como
Helicobacter pylori, reduzindo seu potencial patogénico (IANNITTI T, PALMIERI B.,
2010).

Devido ao aumento da resisténcia dos patdogenos ao tratamento com antibidticos
e a inovagdo limitada de novos medicamentos se faz necessaria a descoberta de novas
alternativas que possam proporcionar seguranca e eficicia no combate aos
microrganismos patogénicos formadores de biofilmes. Estudos recentes t€m demonstrado
que os probidticos podem ser uma alternativa interessante para esta questdo
(FRICKMANN et al., 2018; ISHIKAWA et al., 2020; CARVALHO et al., 2021).
Evidéncias cientificas demonstram que os probidticos podem ser efetivos no combate aos
biofilmes de patdgenos atuando através da modificacdo do ambiente circundante,
tornando-o desfavoravel para os patdgenos através da diminuicao do pH, dificultando a
atividade e adesdo a superficies através da liberacdo de compostos inibidores de
crescimento (PRABHURAJESHWAR C et al., 2017; DE MELO PEREIRA GV., 2018;
KHALIGHI A, BEHDANI R, KOUHESTANI S (2016); MALDONADO NC et al.,
2017).

Estudo que teve por objetivo avaliar a eficacia de atividades antimicrobianas e
antibiofilmes de Enterococcus faecalis, Lactobacillus sporogenes, Lactobacillus sp e
Lactobacillus casei Shirota (microrganismo probiodtico exclusivo da multinacional
japonesa Yakult) contra Cronobacter sakazakii, demonstrou um potencial de inibi¢do de
biofilme maior que 80%, apds 12 horas de incubagao inicial, seguidas por atividades mais
fracas apos 24 e 48h de incubacao (50-60%) para todas as cepas testadas (JAMWAL et
al.,2019). HAGER e colaboradores, concluiram que os biofilmes polimicrobianos
formados por Candida tropicalis, Escherichia coli e Serratia marcescens foram inibidos
e desestruturados pelo composto probidtico formado por Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus, e Bifidobacterium breve acrescidos de amilase (HAGER et al.,
2019). Uma revisao sistematica recente, que teve por objetivo resumir evidéncias atuais
que sustentem os efeitos das células probiodticas no controle e prevencdo de doengas
associadas a biofilmes, identificou que as cepas probidticas que foram mais promissoras
contra diferentes grupos de patdogenos foram: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus

casei ¢ Lactobacillus rhamnosus para bactérias Gram-negativas; Lactobacillus
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fermentum e Lactobacillus paracasei para bactérias Gram-positivas, e Lactobacillus casei

e Lactobacillus rhamnosus para leveduras (CARVALHO et al., 2021).

Os mecanismos utilizados pelos lactobacilos no combate a biofilmes sao diversos,
sendo os principais agentes antimicrobianos relatados segundo a literatura: bacteriocinas,
biossurfactantes, peroxido de hidrogénio e acido latico (MALDONADO NC et al., 2007,
KANG MS et al., 2011; WU CC et al., 2015). Lactobacilos também demonstram bons
resultados no tratamento de infec¢des orais, vaginais e de feridas em estudos in vitro e
também em ensaios clinicos (VUOTTO et al., 2014). Algumas cepas de Lactobacillus,
como Lactobacillus casei shirota e Lactobacillus rhamnosus HNOO1 foram capazes de
inibir o crescimento e formacao de biofilme de Streptococcus mutans através da producgao
de um ambiente acido e polipeptideos semelhantes a bacteriocina, sugerindo uma

cooperacao destes dois mecanismos de acio (DAWGUL, M ET AL., 2014).

Considerando a relevancia do tema e a necessidade de terapias inovadoras, uma
nova estratégia propoe o uso de probidticos como agentes antimicrobianos. Tendo em
vista a importancia de oferecer uma alternativa natural, acrescida do fato de que os
mesmos ja demonstraram importantes propriedades promotoras da saiude e sdo, em geral,
considerados seguros para os seres humanos e meio ambiente; testar esta possibilidade se
torna de extrema importdncia no desenvolvimento de medidas terapéuticas
(CARVALHO et al., 2021). Apos as evidéncias citadas, se torna importante avaliar a
capacidade do sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 de atuar contra a
formacao de biofilmes por géneros bacterianos de interesse para o desenvolvimento de

novos métodos terapéuticos.
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513 Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 em diferentes géneros bacterianos.

514 2.2 Objetivos especificos:

515 Avaliar a atividade antimicrobiana (CIM) do sobrenadante de cultivo de
516 Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 em diferentes géneros bacterianos.

517

518 Avaliar a atividade do sobrenadante de cultivo de Lactobacillus rhamnosus
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Evaluation of antimicrobial and antibiofilm activity of the supernatant of
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 against Acinetobacter baumannii and

Staphylococcus aureus

ABSTRACT

Introduction: Studies have shown that two different mechanisms can act modulating
biofilm formation, namely: inhibition of bacterial surface attachment and
destabilization/interruption of irreversibly adhered mature biofilms. Considering the
relevance of the theme and the need for innovative therapies, a new strategy proposes the
use of probiotics as antimicrobial agents. Objective: To evaluate the antimicrobial and
antibiofilm activity of cell free supernatant (CFS) of Lactobacillus rhamnosus ATCC
7469 on different strains of biofilm-forming bacteria. Methodology: Three assays were
performed to evaluate the antibiofilm capacity of the CFS against Acinetobacter
baumannii ATCC 19606, Acinetobacter baumannii 301, Staphylococcus aureus 12598
and Staphylococcus aureus 29213, the first of these being the minimum inhibitory
concentration (MIC) assay for antimicrobial activity, followed by the inhibition assays
for the formation and destruction of mature biofilms. The data were processed, and graphs
prepared using GraphPad Prism 7.05 software. Results: All assays demonstrate a high
percentage of inhibition of the bacterial activity of the pathogenic strains tested, obtaining
percentage around 99% of inhibition in MIC and biofilm formation inhibition assays, and
88% mature biofilm destruction capacity, especially for Acinetobacter baumannii ATCC
19606, where we obtained the highest percentages of antibiofilm activity. Conclusion:
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 showed antimicrobial activity against all strains
tested, and besides inhibiting biofilm formation it was also able to destroy previously

formed bacterial biofilms.

Keywords: Biofilms; probiotics; supernatant; Drug resistance, bacterial.
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1. INTRODUCAO

Biofilmes sdao comunidades microbianas caracterizadas pela produgdo de
substancias poliméricas extracelulares que favorecem a adesao as superficies bioticas e
abidticas'. Sabe-se que interagdes intra e interespécies de bactérias geram competigiio
entre os microrganismos, podendo afetar o desenvolvimento de biofilmes. As bactérias
em biofilmes se diferem metabolicamente das demais bactérias em suspensdo isoladas

em cultura pura, pois apresentam uma maior resisténcia aos antibioticos e desinfetantes?>.

Em 2017 a Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS) evidenciou algumas bactérias
que se destacaram devido a sua ampla resisténcia a antibidticos, destacando que estas
devem ter prioridade na investigacdo de novos farmacos. Nesta lista, os patdogenos
ESKAPE estao classificados como criticamente prioritarios (Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter spp.) e altamente
prioritarios (Enterococcus faecium e Staphylococcus aureus) para pesquisas e
descobertas que minimizem a morbimortalidade por esses agentes infecciosos*. Dois
diferentes mecanismos sao caracterizados como responsaveis por atuar modulando a
formagao de biofilmes, sendo estes: inibi¢do da fixacdo da superficie bacteriana e
desestabilizacdo /interrup¢do de biofilmes maduros irreversivelmente aderidos. Neste

estudo, ambas hipdteses foram testadas .

Evidéncias cientificas demonstram que os probidticos podem ser efetivos no
combate a biofilmes de patégenos atuando através da modificacdo do ambiente

circundante® %78

. Uma revisdo sistematica recente, que teve por objetivo resumir
evidéncias atuais que sustentem os efeitos das células probiodticas no controle e prevengao
de doengas associadas a biofilmes, identificou que as cepas probidticas que foram mais
promissoras contra diferentes grupos de patégenos foram: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei e Lactobacillus rhamnosus para bactérias Gram-negativas;
Lactobacillus fermentum e Lactobacillus paracasei para bactérias Gram-positivas, €
Lactobacillus casei e Lactobacillus rhamnosus para leveduras’. Os mecanismos
utilizados por Lactobacillus no combate a biofilmes sdo diversos, sendo os principais
agentes antimicrobianos relatados segundo a literatura: bacteriocinas, biossurfactantes,

peroxido de hidrogénio e 4cido latico®!%-!1,
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Considerando a relevancia do tema e a necessidade de terapias inovadoras, uma
nova estratégia propde o uso de probidticos como agentes antimicrobianos. Tendo em
vista a importancia de oferecer uma alternativa natural, acrescida do fato de que os
mesmos ja demonstraram importantes propriedades promotoras da saude e sdao, em geral,
considerados seguros para os seres humanos e meio ambiente, testar esta possibilidade se
torna de extrema importancia no desenvolvimento de medidas terapéuticas’.Sendo assim,
este trabalho tem por objetivo avaliar a capacidade de Lactobacillus rhamnosus ATCC
7469 de atuar contra a atividade bacteriana e formagao/destruicdo de biofilmes por
géneros bacterianos de interesse para o desenvolvimento de novas alternativas

terapéuticas.

2. METODOLOGIA
2.1 Cultivo de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 e obtenciao do sobrenadante

O probidtico L. rhamnosus ATCC 7649, obtido através da Fundacdo Oswaldo
Cruz do Rio de Janeiro (FIOCRUZ), foi cultivado em 250ml de meio Man Rogosa and
Sharpe (MRS - ACUMEDIA) e incubado por 24h em incubadora com agitagdo orbital
Tecnal 420, a 37°C. Em seguida o produto foi centrifugado a 4000 rpm, por 15 minutos.
Ap0s, foi feita a separagdo do sobrenadante (CFS — Cell free supernatant), e o mesmo foi
filtrado com membrana 0,22pum (Millipore®) para que se encontrasse livre de células. Foi

entdo obtido o produto pronto para ser testado.

2.2 Bactérias produtoras de biofilmes

As bactérias utilizadas no estudo foram: Acinetobacter baumanii ATCC 19606,
Acinetobacter baumanii 301, Staphylococcus aureus ATCC 12598 e Staphylococcus
aureus ATCC 29213, obtidas do Banco de Cepas do Nucleo de Desenvolvimento de
Novos Farmacos (NUDEFA) da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio
Grande — FURG. As bactérias foram repicadas em placas de Mueller Hinton agar e

incubadas a 37°C por 24 horas. Apoés esta etapa, preparou-se o indculo para os ensaios de
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atividade antimicrobiana, e posteriormente através do mesmo método, foram preparados

indculos para cada ensaio de atividade antibiofilme.

2.3 Ensaio de atividade antimicrobiana - Determinacio da concentracio inibitoria
minima (CIM)

O procedimento foi realizado segundo os critérios do Clinical Laboratory
Standard Institute (CLSI)!2. Resumidamente, os indculos foram preparados diluindo cada
suspensdo bacteriana (ajustada a escala 0,5 de McFarland) em meio Mueller Hinton na
proporc¢do 1:100, resultando em uma concentragdo final de aproximadamente 5x10°
UFC/mL em cada pogo. A concentragao inibitéria minima (CIM), do CFS foi
determinada em placas de microtitulacdo de fundo plano de poliestireno com 96 pogos
(CRAL®), por ensaio de microdilui¢io seriada de base 2, entre 1:2 e 1:16 usando a faixa
de 50 a 6,25 pLL do probidtico, em um volume total de 100 pL (semelhante a Jamwal et

al. 2019).

Como controles negativos foram usados meio Mueller Hinton puro, e meio
Mueller Hinton acrescido de CFS, enquanto meios de cultura Mueller Hinton com 50 puL
de inoculo de cada uma das bactérias formadoras de biofilmes foram usados como
controles positivos. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e a absorbancia foi

medida a 620 nm usando o leitor de placas (Thermo plate TP-reader BioTek EIx800®).

2.4 Ensaio de atividade antibiofilme: inibicio da formacao de biofilme

Neste ensaio, as cepas foram expostas a diferentes concentracdes de CFS antes da
indugdo da formacao de biofilme, para determinar se o probiotico seria capaz de inibir a
formag¢do do biofilme. Para este ensaio, foram selecionadas as seguintes cepas:
Acinetobacter baumannii 301, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Staphylococcus
aureus ATCC 12598 e Staphylococcus aureus ATCC 29213.

A partir do crescimento em Mueller Hinton (MH), foi preparada uma suspensao
bacteriana de cada cepa enriquecida com 0,2% de glicose, com concentra¢do final de
1x10° UFC/mL (CLSI, 2015). Cem microlitros de suspensdo foram transferidos para uma

microplaca de fundo plano de poliestireno de 96 pogos (CRAL®), onde foram expostos
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as concentragdes de probioticos, previamente determinados no ensaio de atividade

antimicrobiana.

As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C, para determinar se haveria
formagao de biofilme. Em seguida, foram realizadas as etapas de lavagem, fixagdo e
coloracdo do biofilme, e as placas foram deixadas para secar. Apos secagem, acrescentou-
se 100 pL de etanol 100% em cada pogo, e a quantificagdo do biofilme foi realizada

através da medicao da densidade optica em 620nm (HALICKI et al., 2019).

2.5 Ensaio de atividade antibiofilme: destruicao de biofilmes

Neste ensaio, a etapa de formag¢do do biofilme bacteriano foi realizada
previamente e as células aderidas foram expostas a diferentes concentragdes do CFS a
fim de avaliar sua capacidade de destruicao dos biofilmes formados. Apds realizacao das
etapas para preparo dos indculos, conforme metodologia descrita no ensaio anterior, as
placas foram incubadas por 24 horas a 37°C, para a formagdo de biofilmes. A seguir, o
conteudo dos pogos foi removido e feita lavagem com PBS 1x para eliminar as células
ndo aderidas. Em seguida, adicionou-se 100 uLL de MH enriquecido com 0,2% de glicose
contendo as concentragdes 1:2, 1:4 e 1:8 de CFS. As placas foram entdo incubadas por
mais 24 horas a 37°C, e as etapas de lavagem, fixa¢do e coloracio do biofilme realizadas
na sequéncia. A quantificacao da formacao de biofilme foi realizada medindo a DO em

620nm, conforme metodologia descrita anteriormente.

2.6 Processamento de dados

Os experimentos foram realizados em quadruplicatas, e os dados foram
processados segundo valores médios e desvio padrdo. Para analise estatistica, ANOVA
de uma via foi usado, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. Valores
de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos. Os graficos foram

construidos com o software GraphPad Prism 7.05.
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3. RESULTADOS

3.1 Ensaio de atividade antimicrobiana (CIM)

Os resultados do ensaio de atividade antimicrobiana demonstram alto percentual de
inibi¢do das cepas formadoras de biofilmes quando cultivadas com o sobrenadante de

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, conforme figura 1.

1 -
0 Ea Control
B3 CFS 1:2
§ 1000+ * = CFS 1:4
ng Y o CFS 1:8
e é CFS 1:16
5004 é
7
é
7
0-

Figura 1: Atividade antimicrobiana do sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus ATCC
7649, sobre bactérias formadoras de biofilme. Os dados representam a densidade dptica
média de crescimento de Acinetobacter baumanii ATCC 19606, e Staphylococcus aureus
ATCC 12598. A sigla (CFS) significa sobrenadante. Asteriscos (*) significam diferenga

estatistica significativa (p<0.05) em relagdo ao grupo controle.

Podemos observar neste ensaio, um elevado percentual de inibi¢do de crescimento para
as bactérias quanto utilizadas as concentragdes 1:2 e 1:4 de CFS ambas apresentando
resultados semelhantes, atingindo em torno de 99% de inibicao de atividade bacteriana.
Na concentragdo 1:8 também houve resultados importantes, variando de 76
(Acinetobacter baumannii ATCC 19606) a 79% (Staphylococcus aureus 12598). As
concentragdes 1:2, 1:4 e 1:8 demonstraram diferenca estatistica significativa em relagdo
ao controle das bactérias testadas (p<0.001). Na concentracdo 1:16 encontramos 0s

menores percentuais de inibicdo, encontrando diferenga estatistica significativa em
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relagdo ao controle apenas para a bactéria Acinetobacter baumannii 19606 (P<0.05). A
concentragdo 1:16 ndo foi selecionada para os testes posteriores de atividade antibiofilme.
Para os ensaios de inibi¢do e destrui¢do de biofilmes acrescentou-se duas cepas, sendo
estas: o isolado clinico Acinetobacter baumannii 301, e a cepa Staphylococcus aureus
ATCC 29213. Todas as cepas utilizadas foram identificadas neste estudo como

produtoras de biofilmes.

3.2 Ensaio de atividade antibiofilme: inibicdo da formacao de biofilme

Os resultados do ensaio de inibicdo da formacdo de biofilme demonstram alto
percentual de inibi¢do da formacdo de biofilme pelas cepas: Acinetobacter baumannii
301, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Staphylococcus aureus ATCC 12598 e
Staphylococcus aureus ATCC 29213. Neste ensaio, encontramos 0s maiores percentuais
de inibi¢do, em geral, nas concentragdes 1:2 e 1:4. Na concentracao 1:8, os resultados
variaram de 66,17% para Staphylococcus aureus 12598 a 96,94% para Acinetobacter
baumannii ATCC 19606. Foi encontrada diferenca estatistica significativa entre as
concentragdes 1:2, 1:4 e 1:8 em relagdo aos controles para todas as bactérias testadas

(p<0.001) conforme figura 2.
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Figura 2: Inibicdo da formacdo de biofilme pelo sobrenadante de Lactobacillus
rhamnosus ATCC 7649. Os dados representam a densidade optica média de biofilme de
Staphylococcus aureus ATCC 12598, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Acinetobacter baumanii 301 e Acinetobacter baumanii ATCC 19606. (a) resultado de
inibi¢do para as cepas de Staphylococcus aureus, com uma linha de marcagdo
demonstrando o ponto de corte da produgdo de biofilme; (b) resultado de inibi¢ao para as
cepas de Acinetobacter baumannii com uma linha de marcacao demonstrando o ponto de
corte da produgao de biofilme. Asteriscos (*) significam diferenca estatistica significativa

(p<0.05) em relacdo ao grupo controle.

3.3 Ensaio de atividade antibiofilme: destruicdo de biofilmes

Foram observados resultados de destrui¢ao de biofilme que variaram de 24,75 a
88,11%, sendo os maiores resultados observados nas concentragdes 1:2 e 1:4. Encontrou-
se diferenca estatistica significativa entre as concentragdes 1:2, 1:4 e 1:8 em relagdo ao
controle para todas as bactérias testadas (p<0.001 até a concentragdo 1:4), conforme

figura 3.



793

794

795

796

797

798

799

800

801

802

803

804

805
806
807
808
809
810
811
812
813

814

815
816

817
818

819
820

26

Control

CFS 1:2
CFS 1:4
CFS 1:8

Control

CFS1:2
CFS 1:4
CFS 1:8

N
P

A. baumannii strains

o
»

Figura 3: Destruicao de biofilme pelo sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus ATCC
7649. Os dados representam a densidade optica média do biofilme de Acinetobacter
baumanii ATCC 19606, Acinetobacter baumanii 301, Staphylococcus aureus ATCC
12598 e Staphylococcus aureus ATCC 29213. (a) resultado de destruicdo das cepas de
Staphylococcus aureus, com uma linha de marcacdo demonstrando o ponto de corte da
forte producdo de biofilme; (b) resultado de destruicao das cepas de Acinetobacter
baumannii, com uma linha de marcagdao demonstrando o ponto de corte da forte produgao
de biofilme; Asteriscos (*) significam diferenca estatistica significativa (p < 0.05) em

relacdo ao grupo controle.

4. DISCUSSAO

Foi observado um importante desempenho do sobrenadante do probiodtico
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 sobre a atividade bacteriana e formagdo de
biofilmes de todas as cepas testadas. No primeiro ensaio realizado, testou-se a atividade

antibacteriana do probiotico quando cultivado em conjunto com as demais bactérias,
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tendo sido observado um percentual de inibicdo gerado pelo probidtico acima de 97%
para todas as cepas, quando em concentragdo 1:2. Na literatura, encontramos resultados
semelhantes, os quais observaram que Lactobacillus casei NA-2, através da producao de
um exopolissacarideo (EPS-cn2), promoveu elevada atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli O157:H7, ocasionando morte de mais de 99%

ap6s 24h'3,

Apo6s o elevado efeito observado no ensaio de atividade antibacteriana,
concretizando a hipotese de que o CFS possui importante atividade como inibidor do
crescimento de cepas patogénicas, partimos para os testes de atividade antibiofilme. Nos
ensaios de inibi¢ao da formacdo de biofilmes, novamente podemos observar resultados
importantes contra todas as cepas testadas, com valores acima de 90% para todas as
bactérias. Em estudo que avaliou a agao de CFS de L. rhamnosus SHA113 sobre S. aureus
sensivel a drogas (ATCC 29213) e S. aureus multirresistente (ZBQ006), foi observada in
vitro uma inibicdo  de 79%, sendo que a acdo sobre a cepa multirresistente foi
significativamente maior quando comparada a cepa sensivel a drogas, demonstrando que
o probidtico pode ser ainda mais eficiente nesta questio'*. No presente estudo,
encontramos resultados similares, tendo os maiores percentuais de inibi¢ao sobre a cepa
de A. baumannii ATCC 19606, caracterizada como forte produtora de biofilme, em

comparacao com a cepa 4. baumannii 301, fraca produtora.

Os mecanismos atribuidos aos probidticos para seu efeito antibiofilme sdo
diversos e caracteristicos de cada cepa. No caso de L. casei NA-2, os autores evidenciam
que parte de sua atividade antibacteriana se deve a presenga de um exopolissacarideo
(EPS) produzido por cepas mesoéfilas de Lactobacillus como (Lactococcus lactis subsp.
lactis, L. rhamnosus and L. lactis subsp. cremoris, L. sakei, L. casei, etc.) e termofilas (L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus, L. helveticus and Streptococcus)'®. Estudo
realizado com L. rhamnosus SHA113 com objetivo de inibir o crescimento de diferentes
cepas de S. aureus, foram observadas substancias ativas no sobrenadante com
propriedades insoluveis e de alta aderéncia as placas de cultivo, sugerindo a presenca de

polissacarideos, entretanto, sio necessarios mais estudos para tal comprovagio'*,

No nosso estudo podemos observar altos percentuais de inibicdo nos ensaios de
atividade antibacteriana e inibi¢do de biofilme, demonstrando a possibilidade de o
mecanismo de acdo do CFS possa estar vinculado a inibi¢ao do fator guorum-sensing. O

quorum-sensing ¢ definido como um mecanismo de comunicagdo celular dependente de
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densidade capaz de regular a produgdo de biofilme bem como fatores de viruléncia
bacterianos '°.Uma ac#o anti-quorum sensing ja foi observada quando o sobrenadante de
L. plantarum foi testado sobre espécie de bactéria Gram-negativa, tendo sido
identificados oito grupos de moléculas: ésteres, acidos graxos, alcoois, acidos,
surfactantes, barbituricos, compostos fendlicos, autoindutores tipo 2 e derivados, os quais

estariam relacionados ao efeito pro-cicatrizante e antipatogénico'®.

O autoindutor-2 (AI-2) ¢ um sinalizador universal para guorum-sensing, utilizado
tanto por bactérias Gram-negativas quanto por bactérias Gram-positivas, capaz de
desempenhar um papel essencial na comunicag¢io bacteriana!’. Evidéncias cientificas
demonstram que a atividade AI-2 foi altamente inibida em Escherichia coli entero-
hemorragica (EHEC) O157:H7 na preseng¢a de extrato de célula de Lactobacillus
acidophilus 30SC'8.ONBAS et al, em estudo que também utilizou a espécie L.
plantarum, 1identificou a capacidade do probidtico em inibir a atividade de
microrganismos patogénicos associados a infeccdes de feridas através da inibicdo de
Quorum-sensing e fatores de viruléncia'® corroborando com os achados deste estudo e

demonstrando um importante mecanismo de a¢do utilizado por cepas de Lactobacillus no

combate a biofilmes.

Quanto a espécie L. rhamnosus, sabe-se pouco sobre os mecanismos relacionados
a sua atividade antibacteriana. Em estudo que avaliou o potencial de inibi¢ao de quorum-
sensing de E.coli KI2MG165 ATCC 47076 por microcapsulas de L. rhamnosus GG
ATCC 53103 (LGG), foi observado efeito importante na inibigdo da formagdo, bem
como na destruicao de biofilmes maduros, atribuindo este efeito a uma inibicao de fatores
transcricionais do circuito de detec¢ao de quérum em E.coli, (LuxS, IsrK, e IsrR). Os
autores sugerem que este resultado possa ser devido a excre¢cdo de um composto pelo
LGG capaz de atuar contra E.coli, causando alteragdes em seu nivel de transcrigdo,
sugerindo que este composto possa ser uma molécula de sinaliza¢io de AI-2 2°. Em suma,
nosso trabalho identificou importante atividade antibiofilme de CFS de L. rhamnosus
ATCC 7469, refor¢cando a importancia de maiores estudos com esta espécie visando

identificar os mecanismos de acdo atribuidos a este efeito.
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5. CONCLUSOES

Podemos concluir que o CFS de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, possui
potencial efeito como agente antimicrobiano contra os géneros bacterianos produtores de
biofilmes testados neste estudo, evidenciando uma possivel alternativa capaz de atuar
isoladamente ou em conjunto com antibidticos no tratamento das patologias ocasionadas

por estes microrganismos.
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1008 4. RESULTADOS COMPLEMENTARES
1009

1010  Os resultados do ensaio de atividade antimicrobiana demonstram alto percentual de
1011  inibigdo da formagdao das cepas patogé€nicas quando cultivadas em conjunto com o

1012 sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, conforme figura 2.
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1016  Figura 2: Atividade antimicrobiana do sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus ATCC
1017 7649, sobre bactérias patogénicas formadoras de biofilme. Os dados representam a
1018  densidade optica média de crescimento de Escherichia coli ATCC 25922, Acinetobacter
1019  baumanii ATCC 19606, Staphylococcus aureus ATCC 12598 e Pseudomonas
1020  aeruginosa ATCC 15442. A sigla (CFS) significa sobrenadante. Asteriscos (*) significam

1021  diferenca estatistica significativa (p<0.05) em relagdo ao grupo controle.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Conclui-se que o probidtico Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 possui importante
atividade antibacteriana contra as cepas Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 e antibiofilme contra as cepas Acinetobacter baumanii ATCC
19606, Acinetobacter baumanii 301, Staphylococcus aureus ATCC 12598 e
Staphylococcus aureus ATCC 29213. Nossos resultados demonstram a importancia de
maiores estudos com essa substancia, visando uma possivel alternativa terapéutica para o

tratamento de infec¢des causadas por estes microrganismos.
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