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RESUMO

O uso de probioticos tem sido crescente para o tratamento e prevencao de diarreia
causada por enteropatdégenos, e os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium tém sido
os mais utilizados. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de
alguns probidticos contra enterobactérias patogénicas e seu potencial uso para
descolonizagdo de pacientes. Probidticos comercialmente disponiveis foram
semeados e incubados para contagem de colénias (UFC) e identificagdo por
espectrometria de massas (MALDI-TOF MS). Para teste de sensibilidade a drogas, os
probioticos foram submetidos ao E-test®. A atividade antimicrobiana dos probioticos
contra Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC), Escherichia coli,
Salmonella enteritidis e Shigella flexneri foi avaliada pelo método de co-cultura, na
concentragdo de 106 UFC/mL, tanto das enterobactérias como de cada microrganismo
isolado dos produtos. Amostras foram semeadas nos tempos T0, 24hs, 48hs e 72hs
para contagem de UFC remanescentes. Para Lactobacillus reuteri foi adicionado 1%
de glicerol. Encontramos 40 produtos probiéticos disponiveis no comércio, entre
medicamentos e alimentos contendo probidticos, e um total de 23 espécies de
diferentes microrganismos. Foram selecionados e submetidos a identificacdo 6
medicamentos, 5 produtos alimenticios lacteos e uma cepa padrdao ATCC® para
controle. Para o teste de atividade antimicrobiana foram testados: Lactobacillus reuteri
DSM 17938 Colidis®, Lactobacillus rhamnosus SD5217 AtillusMulti®, Lactobacillus
acidophilus LA14 Prolive®, Lactobacillus casei Shirota Yakult®, Lactococcus lactis
subsp. lactis ATCC 11454, Lactococcus lactis Activia® Shot, Bacillus clausii
Enterogermina® e Saccharomyces boulardii 17 Floratil AT®. O MALDI-TOF/MS
permitiu a identificagdo de todos os géneros e a maioria das espécies dos probidticos
analisados. A contagem de UFC dos produtos analisados se mostrou igual ou muito
préxima as contagens que constam nas bulas e rétulos. As CIMs dos probidticos
mostraram que todos os Lactobacillus foram resistentes a Vancomicina e com
excecado do L. reuteri, resistentes ao Meropenem, sendo os demais resultados
variaveis, mas sempre sendo sensiveis a dois ou mais antibidticos. Todos
Lactobacillus e Lactococcus apresentaram atividade inibitéria contra todas
enterobactérias testadas, sendo >99% de redugdo em 48hs contra KPC, enquanto

que B. clausii e S. boulardii ndo mostraram atividade inibitéria. Em conclusao, todos



os Lactobacillus spp e Lactococcus spp analisados mostraram potencial uso para
inibicdo da colonizagao intestinal por enterobactérias patogénicas, incluindo KPC, em

pacientes hospitalizados com risco de translocacéo bacteriana.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae Produtoras de Carbapenemase; Klebsiella

pneumoniae; Lactobacillus; Espectrometria de Massas.



ABSTRACT

Probiotics have been progressively used for treatment and prevention of diarrhea
caused by enteropathogens with genera Lactobacillus and Bifidobacterium most
commonly used. This study aimed to evaluate antimicrobial activity of some probiotics
against pathogenic enterobacteria and its potential use for patient decolonization.
Commercially available probiotics were incubated for colonies counting (CFU) and
identification by mass spectrometry (MALDI-TOF MS). Probiotics were submitted to E-
test® for drug sensitivity. Co-culture, at 108 CFU/mL, was used to evaluate probiotic
antimicrobial activity against carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae
(KPC), Escherichia coli, Salmonella enteritidis and Shigella flexneri. Samples were
seeded attimes T0, 24, 48 and 72 hours for remaining CFU counting. For Lactobacillus
reuteri 1% glycerol was added. We found 40 probiotic products commercially available
among medicines and food, and a total of 23 species of different microorganisms.
Selection and identification covered 6 medicines, 5 fermented dairy products and a
standard strain ATCC® for control. For co-culture tests the following probiotics were
checked: Lactobacillus reuteri DSM 17938 Colidis®, Lactobacillus rhamnosus SD5217
AtillusMulti®, Lactobacillus acidophilus LA14 Prolive®, Lactobacillus casei Shirota
Yakult®, Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454, Lactococcus lactis Activia®
Shot, Bacillus Clausii Enterogermina® e Saccharomyces boulardii 17 Floratil AT®.
MALDI-TOF/MS allowed the identification of all genera and most probiotics species
analyzed. All dairy products demonstrated CFU counting close to that declared in the
lable. MICs showed that all Lactobacillus were resistant to Vancomycin and with the
exception of L. reuteri, resistant to Meropenem. The other results were variable, but
always sensitive to two or more antibiotics. All Lactobacillus and Lactococcus showed
inhibitory activity against tested enterobacteria, with >99% reduction in 48 hours
against KPC, while B. clausii and S. boulardii showed no inhibitory activity. In
conclusion, all Lactobacillus spp and Lactococcus spp analyzed showed potential use
for inhibition of intestinal colonization by pathogenic enterobacteria, including KPC, for

hospitalized patients at risk of bacterial translocation.

Keywords: Carbapenem-Resistant Enterobacteriaceae; Klebsiella pneumoniae;

Lactobacillus; Mass Spectrometry.
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1. INTRODUGAO

Os membros das enterobactérias sdo amplamente distribuidos na natureza, e
muitas de suas espécies vivem no intestino de humanos, animais e aves. Embora as
enterobactérias sejam parte da microbiota intestinal humana, por outro lado, algumas
delas também sdo importantes enteropatégenos e também relacionados as mais
diversas infecgdes em humanos. Em nossa era de ampla resisténcia aos antibiéticos,
as enterobactérias ndo sdo excegao, estando relacionadas aos mais importantes
mecanismos de resisténcia (1, 2).

Microrganismos multirresistentes em servigos de saude sdo uma séria ameaca,
responsaveis por falhas no tratamento, hospitalizagdes prolongadas e altas taxas de
mortalidade (3), restando poucos antimicrobianos com atividade contra esses
patégenos, muitas vezes com efeitos colaterais importantes, havendo por isso a
necessidade urgente de novas alternativas de tratamento. Dentro da Familia
Enterobacterales, destaca-se a Klebsiella pneumoniae produtora de Carbapenemase
(KPC) que € na atualidade a bactéria mais resistente e virulenta em infecgbes
hospitalares, causando com frequéncia sepse a partir da colonizagao e posterior
translocacao do trato gastrointestinal (4).

Recentemente a atividade antimicrobiana de alguns probidticos contra
enterobactérias multirresistentes foi avaliada como potencial uso para descolonizagao
de pacientes podendo ser uma alternativa aos antibidticos ou um complemento ao

tratamento antibacteriano (2, 5, 6).

1.1 Probiédticos

Mais de um século atras Elie Metchnikoff observou que camponeses bulgaros
viviam mais relacionando ao consumo diario de iogurte e sugeriu a presenga de
bactérias benéficas neste produto (7). Uma revisao da literatura de 1924 (8), cobrindo
as investigagbes de membros do género Lactobacillus encontrados em amostras de
leites fermentado e no intestino de homens e animais, revelou que, aparentemente
espécies idénticas, isoladas por diferentes pesquisadores, receberam nomes
distintos, ficando, portanto, dificili de determinar exatamente quando foram
identificadas as primeiras espécies a aparecerem na literatura, como Lactobacillus

acidophilus e Lactobacillus bulgaricus. Na década de 1930, o médico Minoru Shirota
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isolou e identificou uma bactéria acido lactica pertencente a microbiota normal e
sugeriu que uma composicdo adequada de bactérias no intestino poderia prevenir
doencgas (9). Mais tarde essa bactéria recebeu o nome de Lactobacillus casei Shirota.
Mas o termo “probidtico”, muito provavelmente, foi criado em 1954 por Ferdinand
Vergin em seu artigo intitulado “Anti-und Probiotika”, onde ele compara os efeitos
nocivos de antibidticos e outros agentes antibacterianos na microbiota intestinal com
os efeitos benéficos de algumas bactérias (10). Nas décadas seguintes, diferentes
autores procuraram abordar o tema e melhor definir o termo “probidtico” (11, 12). Nos
anos 90, com novas tecnologias e maior conhecimento da microbiota humana, os
estudos com probidticos ganharam forga e pesquisadores comegaram a analisar mais
a fundo esse tema.

Em 2002 a Organizagao Mundial da Saude (OMS) e a Organizacéo das Nagdes
Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAQO) definiram probidticos como
“‘Microrganismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas
conferem um beneficio a saude do hospedeiro” (13). A definicdo foi mantida pela
Associacao Cientifica Internacional de Probidticos e Prebidticos (ISAPP) em uma
reuniao com especialistas clinicos e cientificos em probiéticos, para reexaminar o
conceito, realizada no ano de 2013 (14).

Os probidticos comercialmente disponiveis sao geralmente considerados
seguros, isso porque eles contém géneros e espécies com historia documentada de
uso seguro (15), e o consumo desses produtos fornece uma série de beneficios a
saude (16). A ingestao diaria de 108-10° organismos viaveis é recomendada como a

dosagem mais efetiva para o efeito benéfico dos probidticos (17-19).

1.2 Mecanismos de agao

Séo relatadas inumeras fungbes vantajosas que os probidticos podem
apresentar ao organismo humano. Seu principal efeito é sobre a composigéo da
microbiota presente no trato digestério de forma a garantir equilibrio adequado entre
os patdgenos e as bactérias que sdo necessarias para o funcionamento normal do
organismo (10).

O estudo da composicao genética e das moléculas produzidas por
Lactobacillus dao suporte a agao probiotica destas bactérias (20). Os mecanismos de

acao que estes microrganismos conferem beneficio a saude humana podem ser



17

divididos em trés principais categorias. O primeiro mecanismo é a capacidade de
certos probidticos protegerem a barreira epitelial intestinal, modulando varias vias de
sinalizagao levando, por exemplo, ao aumento da fungéo das jung¢des de oclusao (21),
a indugao da producéao de defensinas (22) e de muco (23). O segundo, é a modulagao
de respostas imunes no hospedeiro, resultando tanto em efeitos locais como
sistémicos (24). Em terceiro lugar, os probiéticos podem inibir agentes patogénicos,
seja por acao direta ou através da influéncia na microbiota local (25, 26).

As bactérias probidticas mais conhecidas e utilizadas atualmente em uma
variedade de produtos comercialmente disponiveis sdo as dos géneros Lactobacillus
e Bifidobacterium (27) e a levedura Saccharomyces (28).

Tem sido crescente o uso de probidticos na prevengao e tratamento de
infecgbes do trato gastrointestinal (29-34), do trato urogenital feminino (35-37), e do
trato respiratorio (38-40).

As espécies do género Lactobacillus sdo encontradas em uma variedade de
ambientes, desde produtos lacteos até o trato gastrointestinal humano, urogenital e
glandulas mamarias. Os mais notaveis incluem L. rhamnosus, L. reuteri, L acidophilus,
L. casei e L. bulgaricus (41). Diversos estudos tém demonstrado que essas bactérias
produtoras de acido lactico, sdo imunomoduladoras e capazes de reduzir a
hipercolesterolemia (42). As bactérias desse género também podem ser capazes de
produzir bacteriocinas e algumas substancias com propriedades antibioticas (10).

O grupo Lactobacillus casei contém as espécies L. casei, L. paracasei e L.
rhamnosus. Esse grupo é amplamente pesquisado devido a sua aplicabilidade na
industria alimenticia, na biofarmacéutica e na area médica, mas sua diferenciagao é
frequentemente dificil por métodos convencionais fenotipicos e genotipicos (43).

O Lactobacillus rhamnosus foi originalmente isolado de amostras fecais de
individuos saudaveis e foi identificado como potencial probidtico pela sua capacidade
de crescer e se aderir a camada do epitélio intestinal e sua resisténcia ao acido
gastrico e a bile (44). Desde entdo, tem sido o probidtico mais estudado, e testes
clinicos tém demonstrado seus efeitos benéficos (45).

Lactobacillus reuteri € uma bactéria pertencente a microbiota normal de
humanos e animais (46). E um colonizador eficiente, parece ser a espécie
heterofermentativa dominante nestes ecossistemas, e pode ser uUnico entre os

Lactobacillus com capacidade de converter glicerol em um agente antimicrobiano
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potente de amplo espectro, a reuterina (47). A reuterina é soluvel em agua, eficaz em
uma ampla gama de pH, resistente a enzimas proteoliticas e por isso foi estudada
como conservante de alimentos e como agente terapéutico auxiliar. Entretanto, seu
modo de agao ainda nao foi totalmente elucidado (30).

Em cepas de Lactobacillus acidophilus foi identificada a produgao de acidocina
(48, 49), uma bacteriocina produzida por essa espécie, que mostrou inibicdo de
crescimento de Bacillus cereus, Listeria innocua, Staphylococcus aureus,
Streptococcus e Clostridium sp., incluindo cepas patogénicas de Clostridium difficile
(50).

O Saccharomyces boulardii tem sido amplamente estudado e bastante utilizado
como probidtico (51), seus mecanismos de agado sdo os mais diversos, incluem a
regulacio da homeostase microbiana intestinal, estabilizagdo da barreira
gastrointestinal (52), interferéncia na capacidade dos patdgenos de colonizarem e
infectarem a mucosa (53), modulagédo das respostas imunes locais e sistémicas (54,
55) e neutralizagao de fatores de viruléncia e toxinas bacterianas (56). O antagonismo
de microrganismos por leveduras € atribuido principalmente a competicdo por
nutrientes, mudancas de pH no meio, produgdo de altas concentracdes de etanol e
secrecao de compostos antibacterianos (57). Ja as aplicagdes antibacterianas do S.
boulardii ainda estdo em estagios iniciais de desenvolvimento.

Baseado em estudos que mostram o potencial efeito anti-inflamatério e antiviral
de alguns probidticos, um recente estudo (58) sugere seu uso, em combinagdo com
outros medicamentos, na prevencao e/ou alivio dos sintomas relacionados com o
novo coronavirus SARS-CoV-2. Isso mostra o grande potencial do uso desses

microrganismos em diversos cenarios.

1.3 Atividade antimicrobiana
Atividade antimicrobiana pode ser definida como um termo coletivo para todos
os principios ativos (agentes) que inibem o crescimento de bactérias, previnem a
formacdo de colénias microbianas e podem destruir microrganismos. No campo
antimicrobiano, muitos termos comuns sdo usados, incluindo antibacteriano,
bactericida, bacteriostatico, fungicida, fungistatico, biocida e bioestatico (59).
Segundo revisdo bibliografica realizada no presente estudo, a primeira

publicagdo a usar o termo “atividade antimicrobiana” para classificar a inibicao de
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crescimento de patégenos por espécies probidticas foi de um estudo de Lee e
colaboradores (60), realizado em 2003 na Coréia do Sul. Na ocasido, a resisténcia a
antibidticos ja se mostrava uma preocupacéao e o objetivo do estudo foi investigar a
atividade antimicrobiana de produtos produzidos por espécies de Bifidobacterium e
Lactobacillus isoladas das fezes de 32 criangas saudaveis contra Clostridium difficile,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. De 109 espécies isoladas, 12 mostraram
atividade contra C. difficile, 19 contra E. coli e nenhuma espécie mostrou atividade
contra S. aureus.

Em 2004 Ocania et al. (61) classificou as substancias produzidas por bactérias
acido lacticas como “substancias antimicrobianas” com efeito contra microrganismos
patogénicos e, no mesmo ano, uma revisdo de estudos clinicos com probidticos de
Trafalska e Grzybowska (62) sugeriu seu uso como uma alternativa ao uso de
antibiodticos.

Ja em 2009, Ruiz et al. (63) testou a atividade antimicrobiana de espécies de
Lactobacillus contra patdégenos urogenitais, enquanto Jones e Versalovic analisaram
fatores antimicrobianos e anti-inflamatorios do Lactobacillus reuteri (64).

Em 2013 Chen e colaboradores (65) avaliaram o potencial antimicrobiano de
probidticos contra patdégenos de origem alimentar, e Ahmadova et al. (66) observou
atividade antifungica do Lactobacillus curvatus que inibiu o crescimento de
Cladosporium e Fusarium spp.

Apenas em 2014 que o termo “atividade antimicrobiana” ganhou forca e
comegou a ser usado por mais estudos in vitro demostrando propriedades
antimicrobianas de Lactobacillus isolados de kefir (67), identificando cepas de
Lactobacillus com atividade antimicrobiana contra cepas patogénicas (68), avaliando
a atividade antimicrobiana de cepas probiéticas comercialmente disponiveis (69) e
analisando os efeitos antimicrobianos das substancias produzidas pelos
microrganismos probidéticos (70, 71).

Estudos recentes demonstraram varios mecanismos antimicrobianos do
Lactobacillus, como competicdo de nutrientes, producdo de compostos inibidores,
estimulagdo imunoldgica e competicdo por sitios de ligacdo. Essas bactérias também
podem secretar certas moléculas antimicrobianas, como etanol, acido graxo, perdxido

de hidrogénio e bacteriocinas para exercer a atividade antimicrobiana (2).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a atividade antimicrobiana de probibticos disponiveis ho mercado contra
Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase, Escherichia coli, Salmonella

enteritidis e Shigella flexneri.

2.2 Objetivos especificos

- Levantar no mercado farmacéutico e alimenticio brasileiro os produtos
probidticos disponiveis.

- Isolar os microrganismos presentes nos produtos e confirmar a identificagao
dos microrganismos presentes nos produtos através de espectrometria de massas.

- Comparar a contagem de microrganismos viaveis contidos nos produtos
probidticos em relagao ao descrito nos rotulos.

- Testar a sensibilidade dos microrganismos probidticos aos antimicrobianos
mais frequentemente usados no tratamento de infecgdes causadas por bactérias
patogénicas atraves da determinacdo da concentracao inibitéria minima.

- Medir a variagédo do pH das monoculturas e co-culturas dos testes de atividade

antimicrobiana dos probidticos contra as enterobactérias patogénicas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local do trabalho
O local de desenvolvimento deste estudo foi o Laboratério de Microbiologia da
Divisdo de Patologia Clinica, do Hospital de Clinicas, da Universidade Estadual de

Campinas (Unicamp), Campinas, Sao Paulo.

3.2 Levantamento e seleg¢ao de probiéticos comercialmente disponiveis

Foi feita uma busca em 3 grandes redes de farmacias de Campinas, Sao Paulo,
de quais medicamentos continham probiéticos em sua formulagdo, bem como nas
principais redes de supermercados de Campinas, Sdo Paulo, alimentos lacteos
associados a probioticos. Produtos lacteos contendo microrganismos vivos com
funcao de fermento lacteo nao foram incluidos no levantamento.

Para a selecao dos produtos usados neste estudo foi considerado como critério
de inclusdo a potencial atividade antimicrobiana de probidticos j& documentada na
literatura priorizando os que continham apenas uma espécie de microrganismo

probidtico.

3.3 Contagem de microrganismos

Os medicamentos e os produtos lacteos selecionados foram diluidos em série
seguindo o método padrao de Waksman e Fred (72), com base na informacao de
contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) das bulas e roétulos. Para
observacgao das UFC, 1mL das amostras dos probioticos foram suspensas com pipeta
de pasteur de 3mL em tubo de ensaio esterilizado contendo 9mL de salina estéril. Este
tubo de ensaio foi bem agitado. Posteriormente, 1mL de suspensdo do probidtico foi
transferido para o segundo tubo de ensaio contendo 9mL de salina estéril e assim se
seguiu com diluigdes subsequentes até obter uma contagem, para leitura, entre 30 e
300 colbnias. As diluicdes foram semeadas com alca descartavel de 10uL em placas
de Agar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Acumedia®, Lansing, Michigan, Estados
Unidos), Agar Chocolate (Plastlabor®, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil) e Agar
Sabouraud Laborclin®, Pinhais, Parana, Brasil), e foram incubadas em estufa de CO2
a 35°C por até 72hs. Produtos com microrganismos anaerdbios na formulagao

também foram incubados em Jarra de Anaerobiose por 72hs com gerador de
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anaerobiose Probac® do Brasil, Sdo Paulo, Brasil. A contagem foi visual, multiplicada

pelas diluicbes para obter a contagem original e documentada fotograficamente.

3.4 Identificagcao da composigao dos produtos probioticos

Diferentes colonias foram submetidas a identificacdo através da tecnologia
matrix assisted laser desorption/ionization - time of flight (MALDI-TOF) mass
spectrometry (MS), utilizando o equipamento Microflex LT/SH — Bruker Daltonics/Bio
Typer™.

MALDI-TOF MS é uma técnica de espectrometria de massas baseada na
ionizacdo com subsequente detecgcdo de moléculas, em que os ions formados
apresentam baixa energia interna, permitindo a observagédo de moléculas ionizadas
com pouca ou nenhuma fragmentacao.

Para realizar a analise, o isolado é preparado em uma placa de metal com uma
matriz polimérica e bombardeado com laser. A amostra € vaporizada e as moléculas
ficam ionizadas, sendo aspiradas por um tubo de vacuo. Ao final desse tubo ha um
detector que registra o tempo que cada molécula ionizada demora para chegar ao fim
do tubo e sua quantidade. O tempo de chegada (time-of-flight) de cada molécula é
diferente, sendo proporcional a massa de sua carga. Essas informacdes sao plotadas
em graficos, gerando variados picos e, consequentemente espectros, que serao
diferentes para cada espécie. Os espectros sao interpretados pela semelhanga com
espectros de um banco de dados. As variagcbes na sequéncia das proteinas
ribossomais sdo responsaveis pela variacido do pico das massas e pelos padrdes
detectados, que fornecem uma assinatura Unica para a identificagdo ao nivel de
espécie.

Foi feita a identificagdo de duas a trés colbnias iguais e de todas as colbnias
com morfologia e cor diferentes detectadas no isolamento inicial. Como controle de
qualidade de desempenho do equipamento, foi usada a cepa Lactococcus lactis
subsp. lactis ATCC 11454.

Nos casos de identificacédo de género diferente dos descritos nas bulas e ou
rétulos, foi usado coloragdo de Gram para confirmacéo e verificada sua existéncia no

banco de dados do equipamento.
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3.5 Isolamento dos microrganismos probiéticos

Todas as col6nias identificadas foram repicadas em caldo BHI (Brain Heart
Infusion broth CM1135 - Oxoid® Limited Wade, Road Basingstoke, Hants, Inglaterra),
caldo MRS (Acumedia®, Lansing, Michigan, Estados Unidos), Agar MRS (Acumedia®,
Lansing, Michigan, Estados Unidos) e Agar Chocolate (Plastlabor®, Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, Brasil) e Agar Sabouraud (Laborclin®, Pinhais, Parana, Brasil) e foram
incubadas em estufa de CO2a 35°C por até 72hs.

Ap0Os crescimento, os microrganismos foram conservados em caldo BHI com

glicerol a 10% e mantidos em freezer a -20°C.

3.6 Teste de sensibilidade dos probiéticos aos antimicrobianos

Os microrganismos isolados foram submetidos ao teste de sensibilidade a
drogas através de tiras com gradiente continuo de concentragdo dos antibidticos
baseado no Epsilometer test (E-test®). Os testes foram realizados em placas de Agar
Mueller Hinton com 5% de Sangue (MHS) (Laborclin®, Pinhais, Parana, Brasil),
conforme recomendado pelo Comité Europeu de Testes de Susceptibilidade
Antimicrobiana — EUCAST (73).

As placas foram incubadas em estufa de COza 35°C por 24hs.

Os seguintes antibidticos foram testados: Vancomicina e Ceftriaxona
(Liofilchen®, Roseto degli Abruzzi TE, Italia). Penicilina, Levofloxacina, Linezolida,
Teicoplanina, Daptomicina, Tigeciclina e Meropenem (Biomerieux®, Marcy-I'Etoile,

Francga).

3.7 Atividade antimicrobiana dos probiéticos contra enterobactérias

O teste de atividade antimicrobiana em co-cultura foi adaptado de Chen et al. e
Etchebehere et al. (2, 74).

Os microrganismos Lactobacillus reuteri DSM 17938, Lactobacillus rhamnosus
SD 5217, Lactobacillus acidophilus LA 14, Lactobacillus casei Shirota, Lactococcus
lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454, Bacillus clausii e Saccharomyces
boulardii 17 foram diluidos em salina estéril para obter a concentragdo de 108 UFC/mL
e inoculados com 10% UFC/mL de Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase ATCC BAA1705 em 3 mL de caldo BHI OXOID®, incubados em estufa
de COz2a 35°C por até 72hs.
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Nos tempos zero, 24hs, 48hs e 72hs foi coletado 10 uL de cada amostra e
plagueado em Agar Chocolate (Plastlabor®, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil) e
para contagem das Unidades Formadoras de Col6nia remanescentes. Em testes
prévios foi observado que a contagem de UFC pode ser melhor observada e analisada
no meio Agar Chocolate devido as coldnias de enterobactérias crescerem com um
aspecto diferente das espécies probioticas. No meio MRS, comumente utilizado em
estudos similares, é mais dificil diferenciar as colénias de enterobactérias das
espécies probidticas, dificultando assim a contagem visual. Para Sccharomyces
boulardii foi usado no plaqueamento o Agar Sabouraud (Laborclin®, Pinhais, Parana,
Brasil).

Também foi realizada medicido do pH nos tempos zero, 24hs, 48hs e 72hs com
fita de escala de pH (Macherey-Nagel®, Diiren, Alemanha).

O mesmo teste de atividade antimicrobiana foi realizado para o L. reuteri, L.
rhamnosus SD 5217, L. acidophilus LA 14 e L. casei Shirota com as enterobactérias
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enteritidis ATCC 13076 e Shigella flexneri
ATCC 12022.

Foram realizados controles de todos os probidticos e das enterobactérias
durante as 72 horas do estudo. As temperaturas de todas as incubacbes foram
ajustadas a 35°C. Esse estudo foi conduzido em Cabine de Biossegurancga nivel 2.

Para L. reuteri foi adicionado 1% de glicerol (74).
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Produtos probioticos disponiveis no mercado farmacéutico e alimenticio

Tabela 1. Relacdo dos produtos contendo probidticos em sua composi¢ao disponiveis

em grandes redes de farmacias e supermercados.

MEDICAMENTOS CEPA PROBIOTICA INDICAGAO FABRICANTE
PROBIOTICOS
20 bi® Lactobacillus acidophilus Equilibrio da Momenta®
NCFM microbiota
Lactobacillus paracasei Lpc-  intestinal
37
Atillus Caps® Lactobacillus acidophilus Equilibrio da Myralis®
Bifidobacterium lactis microbiota
intestinal
Atillus Multi® Lactobacillus acidophilus SD  Equilibrio da Myralis®
5221 microbiota
Lactobacillus rhamnosus SD intestinal
5217
Bifidobacterium bifidum SD
6576
Bidrilac® Lactobacillus acidophilus LA-  Equilibrio da Daudt®
5 microbiota
Bifidobacterium lactis BB-12 intestinal
Bifilac® Lactobacillus acidophilus Equilibrio da Hypera®
NCFM microbiota
Bifidobacterium lactis HNO19 intestinal
Biovicerin® Bacillus cereus Tratamento de Geyer®
diarreia
Colidis® Lactobacillus reuteri DSM Desconforto ACHE®
17938 intestinal de bebés
Culturelle Lactobacillus rhamnosus GG  Equilibrio da Cellera Farma®
Probiotico® DSM 33156 microbiota
intestinal
Culturelle Lactobacillus rhamnosus GG  Equilibrio da Cellera Farma®
Probiotico® Junior DSM 33156 microbiota

intestinal para
criancas a partir de
3 anos
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Enterogermina®

Bacillus clausii

Equilibrio da
microbiota
intestinal

Sanofi
Aventis®

Eximia Probiac®

Lactobacillus acidophilus
NCFM SD 5221
Bifidobacterium lactis HNO19
SD 5674

Vitaminas e Minerais

Tratamento de
acne

Farmoquimica®

FiberMais® Flora

Lactobacillus reuteri

Equilibrio da
microbiota
intestinal

Nestlé®

Flobac Pro®

Lactobacillus acidophilus

Equilibrio da
microbiota
intestinal

Teuto®

Flomicin®

Saccharomyces boulardii-17

Tratamento de

diarreia produzida

por Clostridium
difficile

Neo Quimica®

Flora Bio®

Lactobacillus acidophilus

Equilibrio da
microbiota
intestinal

Cimed®

Floratil®

Saccharomyces boulardii
CNCM 1-745

Tratamento de
diarreias de

diferentes causas

Natulab®

Florax SM®

Saccharomyces cerevisiae

Restauracao da
microbiota
intestinal

Hebron®

Florax SM® Junior

Saccharomyces cerevisiae

Restauracao da
microbiota
intestinal uso
pediatrico

Hebron®

Florent®

Saccharomyces boulardii-17

Tratamento de

diarreia produzida

por Clostridium
difficile

Cifarma®

Lactofos®

Lactobacillus acidophilus SD
5221

Lactobacillus rhamnosus SD
5675

Lactobacillus paracasei SD
5275

Bifidobacterium lactis SD
5674

Reconstituigao e

equilibrio da
microbiota
intestinal

Farmoquimica®
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Leiba® Lactobacillus acidophilus Tratamento de Uniao
enterocolites e Quimica®
suas
manifestacoes.

Probiatop® Lactobacillus acidophilus SD  Equilibrio da Farmoquimica®

5221 microbiota
Lactobacillus rhamnosus SD intestinal e
5675 absorcéo de
Lactobacillus paracasei SD nutrientes
5275
Bifidobacterium lactis SD
5674
Prolive® Lactobacillus acidophilus LA Funcionamento e ACHE®
14 equilibrio da
microbiota
intestinal
ProVance® Lactobacillus reuteri DSM Funcionamento e ACHE®
17938 equilibrio da
microbiota
intestinal

Repoflor® Saccharomyces boulardii-17  Restauragao da Legrand®
microbiota
intestinal e
tratamento de
diarreia produzida
por Clostridium
difficile

Repoflor® Saccharomyces boulardii-17  Restauragao da Legrand®

Pediatrico microbiota
intestinal e
tratamento de
diarreia produzida
por Clostridium
difficile uso
pediatrico

Simbiofem® Lactobacillus acidophilus Equilibrio da FQM®

NCFM microbiota
Bifidobacterium animalis intestinal e
subespécie lactis HN019 fortalecimento do
sistema
imunoldgico
Simbioflora® Lactobacillus acidophilus SD  Recuperagao e Farmoquimica®

5221

equilibrio da
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Lactobacillus rhamnosus SD
5675

Lactobacillus paracasei SD
5275

Bifidobacterium lactis SD
5674

microbiota
intestinal

Simbiotil® Lactobacillus paracasei Lpc-  Tratamento de Farmoquimica®
37 diarreia em
Bifidobacterium animalis criangas menores
subespécie lactis HN0O19 de 2 anos
Simfort® Lactobacillus acidophilus Equilibrio da Vitafor®
Lactobacillus casei microbiota
Lactococcus lactis intestinal
Bifidobacterium lactis
Bifidobacterium bifidum
Tamarine Lactobacillus acidophilus Constipacao Hypermarcas®
Probium® Bifidobacterium lactis intestinal aguda
ZincoPro® Lactobacillus acidophilus Diarreia Aguda Marjan®
Zinco
ALIMENTOS CEPA PROBIOTICA INDICAGAO FABRICANTE
LACTEOS
Actimel® Lactobacillus casei CNCM |-  Equilibrio da Danone®
1631 microbiota
intestinal
ACTIVIA® Shot Bifidobacterium animalis Equilibrio da Danone®
diario probidticos CNCM 1-2494 microbiota
intestinal
Chamyto® Lactobacillus paracasei Equilibrio da Nestlé®
microbiota
intestinal
Kefir A Leiteria® Lactobacillus johnsonii Equilibrio da A Leiteria®
Lactococcus lactis microbiota
Streptococcus thermophilus intestinal
Bifidobacterium lactis
Kefir Keiff® Bifidobacterium infantis Equilibrio da Keiff®
Bifidobacterium lactis microbiota
Lactobacillus acidophilus intestinal

Lactobacillus fermentum
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus lactis
Lactococcus lactis subsp.
cremotris
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Lactococcus lactis subsp.
lactis

Lactococcus lactis subsp
biovar diacetylactis
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc
pseudomesenteroides
Streptococcus thermophilus
Debaryomyces hansenii

Leite Fermentado Lactobacillus casei Equilibrio da VIGOR®
VIGOR® Lactobacillus acidophilus microbiota
intestinal
Yakult® Lactobacillus casei Shirota Equilibrio da Yakult
microbiota Honsha®
intestinal
Yorgus® Streptococcus thermophilus Equilibrio da Vitalatte
Lactobacillus bulgaricus microbiota Yorgus®
Lactobacillus acidophilus intestinal
Lactobacillus casei
Bifidus
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Figura 1. Relacdo de espécies probidticas encontradas em grandes redes de
farmacias e supermercados de Campinas/Sao Paulo, e total de produtos contendo

cada uma delas.
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4.2 Produtos probiéticos selecionados para o estudo

Tabela 2. Relagdo dos produtos selecionados para o estudo.

Produto Cepa Probiodtica Fabricante
Colidis® Lactobacillus reuteri ACHE®
ProVance® Lactobacillus reuteri ACHE®
Floratil AT® Saccharomyces boulardii Natulab®
Prolive® Lactobacillus acidophilus ACHE®
Atillus Multi® Lactobacillus rhamnosus Myralis®

Lactobacillus acidophilus

Bifidobacterium bifidum

Enterogermina® Bacillus clausii Sanofi Aventis®
Yakult® Lactobacillus casei Shirota Yakult Honsha®
Leite Fermentado Lactobacillus casei VIGOR®
VIGOR® Lactobacillus acidophilus

Activia® Bifidobacterium animalis Danone®

Shot diario probidticos

Yorgus® Streptococcus thermophilus Vitalatte Yorgus®
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei
Bifidus
Kefir A Leiteria® Lactobacillus johnsonii A Leiteria® LTDA

Lactococcus lactis

Streptococcus thermophilus

Bifidobacterium lactis

4.3 Contagem de microrganismos

A contagem de UFC encontradas e descritas na Tabela 3, mostrou que dos 11
produtos testados, 8 apresentaram valores compativeis com os descritos nos rétulos
e bulas, 1 apresentou valor abaixo do descrito e em 2 produtos ndo constava a

informagédo de UFC/mL ou grama do produto no rétulo para comparagao.
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Tabela 3. Comparacao entre a contagem do numero de microrganismos probioticos

descrita nas bulas e rétulos com a contagem encontrada em UFC/mL.

CONTAGEM CONTAGEM

PRODUTO DESCRITA ENCONTRADA
Colidis® 108 UFC 1.108 UFC
ProVance® 1.108 UFC 3.108 UFC
Floratil AT® 1,25.10° UFC 1.10°UFC
Prolive® 1.10°UFC 1.108 UFC
Atillus Multi® 3.10°UFC 5.108 UFC
Enterogermina® 2.10°UFC 1,8.10°UFC
Yakult® 10"°a 10" UFC 3.108 UFC
Leite Fermentado VIGOR®  N&o Consta 5.10*UFC
Activia® Shot 8,9.10"UFC 9.10’ UFC
Yorgus® 10° UFC 3.108 UFC
Kefir® N3o Consta 6.108 UFC

UFC: Unidades Formadoras de Colbnias.

Figura 2. Comparacéo de unidades formadoras de colonias encontradas na mesma
diluigao de: (a) Leite fermentado Vigor®; (b) Yakult®.

4.4 Identificagao da composi¢ao dos produtos probiéticos

Foram selecionadas e submetidas a identificacdo 12 amostras, sendo 6
medicamentos, 5 produtos alimenticios lacteos e uma cepa padrdao ATCC® para
controle.

Dos microrganismos probioticos identificados predominaram os do género

Lactobacillus, seguido por Lactococcus, Streptococcus, Bacillus e Saccharomyces.
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Tabela 4. Identificacdo das colbnias que apresentaram crescimento, realizada por

método espectrometria de massas (MALDI-TOF MS).

MEDICAMENTOS  BULA MALDI-TOF MS
PROBIOTICOS

Colidis® Lactobacillus reuteri Lactobacillus reuteri
ProVance® Lactobacillus reuteri Lactobacillus reuteri
Floratil AT® Saccharomyces boulardii Saccharomyces boulardii
Prolive® Lactobacillus acidophilus Lactobacillus acidophilus
Atillus Multi® Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus rhamnosus

Enterogermina®

Lactobacillus acidophilus
Bifidobacterium bifidum

Bacillus clausii

Lactobacillus acidophilus
Bifidobacterium bifidum

Bacillus clausii

AI,_IMENTOS ROTULO MALDI-TOF MS
LACTEOS
Yakult® Lactobacillus casei Shirota Lactobacillus casei

Leite Fermentado
VIGOR®

Activia® Shot diario
probidticos

Yorgus®

Kefir A Leiteria®

Lactobacillus casei

Lactobacillus acidophilus

Bifidobacterium animalis

Streptococcus thermophilus
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei

Bifidus™

Lactobacillus johnsonii
Lactococcus lactis
Streptococcus thermophilus
Bifidobacterium lactis*

Lactobacillus paracasei

Lactobacillus helveticus

Lactococcus lactis

Streptococcus thermophilus
Streptococcus lutetiensis
Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus johnsonii
Lactococcus lactis
Streptococcus thermophilus

CEPA PADRAO
ATCC®

MALDI-TOF MS

Lactococcus lactis
subsp. Lactis
(ATCC® 11454™)

Lactococcus lactis

*nao foi realizada incubagdo em anaerobiose para identificagdo de microrganismo anaerébio
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No produto Activia® Shot diario probidticos houve uma importante discordancia
entre a descricao do rétulo e o microrganismo identificado pelo MALDI-TOF MS. O
rétulo indicava o probiotico do género Bifidobacterium, mas a identificagao do aparelho
apontou o género Lactococcus. Nesse caso foi usado coloracdo de Gram para
confirmagao do género Lactococcus. A coloracao de Gram foi feita a partir da cultura
em aerobiose e anaerobiose do produto, tendo sido encontrados cocos Gram
positivos, em acordo com a identificacdo pelo MALDI-TOF MS, e nao bacilos Gram

positivos.

Lactococcus - Activia

Figura 3. Coloragédo de Gram identificando bacilos Gram positivos encontrados no
AtillusMulti® e coloragdo de Gram identificando cocos Gram positivos encontrados no
Activia® Shot.

4.5 Isolamento dos microrganismos probioticos

Das espécies identificadas, as que mostraram crescimento mais favoravel,
apos isolamento nos meios de cultura utilizados, foram Lactobacillus reuteri DSM
17938 Colidis®, Lactobacillus rhamnosus SD 5217 Atillus Multi®, Lactobacillus
acidophilus LA 14 Prolive®, Bacillus clausii Enterogermina®, Saccharomyces boulardii
17 Floratil AT®, Lactobacillus casei Shirota Yakult®, Lactococcus lactis Activia® Shot

diario de probidticos e Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454.
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Por esse motivo essas foram as espécies escolhidas para os testes de

sensibilidade e de atividade antimicrobiana.

4.6 Teste de sensibilidade dos probioéticos aos antimicrobianos

Os microrganismos selecionados para o teste de sensibilidade foram:
Lactobacillus reuteri DSM 17938, Lactobacillus rhamnosus SD 5217, Lactobacillus
acidophilus LA 14, Lactobacillus casei Shirota, Lactococcus lactis, Bacillus clausii e
Saccharomyces boulardii 17.

Todas as espécies de Lactobacillus se mostraram resistentes a Vancomicina,
sendo sensiveis apenas o0 Bacillus clausii e Lactococcus lactis. Apenas o L. casei,
dentre as espécies de Lactobacillus, foi sensivel a Teicoplanina, sendo sensiveis
também o B. clausii e o L. lactis que tiveram o padrdo de suscetibilidade a
praticamente todos os antibidticos testados.

As drogas mais ativas contra o L. reuteri foram o Meropenem e a Daptomicina.
Para o L. rhamnosus a Penicilina e a Tigeciclina, ja para o L. acidophilus as drogas

mais ativas foram a Ceftriaxona, a Tigeciclina e a Daptomicina.

Tabela 5. Concentracao inibitéria minima de diferentes antibioticos testados pelo
método E-test® (CIM em mgl/L).

VA PG LE LZ TP DPC TGC CRO MP

0.016 0.002 0.002 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.002

Escala (mg/L
(mgrL) 256 32 32 256 256 256 256 256 32

Cepas
Lactobacillus rhamnosus ' >256  0.38 2 4 >256 1.5 025 >256 >32
Lactobacillus reuteri ? >256  >32 6 2 >256 0.25 2 1 0.064
Lactobacillus casei >256 0.016 0.38 2 0.016 0.75 0.125 >256 >32
Lactobacillus acidophilus * >256  >32 >32 3 >256 0.75 0.5 0.25 >32
Lactococcus lactis ° 0.25 0.26 - 4 0.19 0.094 0.75 0.38 0.064
Bacillus clausii ® 0.25 025 - 1 0.094 1 025 3 0.38

Abreviaturas fornecidas pelo fabricante do E-test®. VA: vancomicina; PG: penicilina; LE:
levofloxacina; LZ: linezolida; TP: teicoplanina; DPC: daptomicina; TGC: tigeciclina; CRO:
ceftriaxona; MP: meropenem. 1: Lactobacillus rhamnosus SD 5217; 2: Lactobacillus reuteri
DSM 17938; 3: Lactobacillus casei Shirota; 4: Lactobacillus acidophilus LA 14; 5: Lactococcus
lactis Activia®; 6: Bacillus clausii Enterogermina®. -: ndo testado.
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4.7 Atividade antimicrobiana dos probiéticos contra Klebsiella pneumoniae
produtora de carbapenemase ATCC BAA1705
A atividade antimicrobiana dos probiéticos contra KPC e outras enterobactérias
patogénicas foi realizado pelo método de co-cultura, sendo que para o L. reuteri foi
adicionado 1% de glicerol (74).
Todos os testes foram realizados em duplicata e os valores apresentados

expressam a média dos resultados encontrados.

471 Tempo zero
No tempo zero da incubagdo, as contagens verificadas de todos os
microrganismos probidticos e da KPC eram 210% UFC/mL. O pH inicial de todas as

amostras estava em 6,5, pH padrao do meio BHI utilizado.

4.7.2 24 horas de incubagao

Apbs 24 horas de incubagéo, a contagem de KPC subiu para 2108 UFC, para
todos probidticos, com excecao da amostra de Lactococcus lactis ATCC 11454 e com
Lactococcus lactis Activia® onde a KPC teve um aumento menor, de 107 UFC/mL.

Ap0bs 24 horas o pH de todas as amostras caiu para 4, inclusive dos controles.

4.7.3 48 horas de incubagao

Ap0ds 48 horas, houve inibicao total da KPC por Lactococcus lactis ATCC 11454
assim como pelo Lactococcus lactis Activia®. Ja para o L. reuteri + glicerol a redugéo
foi para 10" UFC/mL (redugdo de 99,999%). Ainda com 48h de incubagdo, a KPC
incubada com os Lactobacillus acidophilus, com Lactobacillus rhamnosus e com
Lactobacillus casei, foi reduzida para 102 UFC (redugéo de 99,99%) enquanto que
para Bacillus clausii e Saccharomyces boulardii a KPC manteve 2108 UFC/mL. Apds

48 horas o pH de todas as amostras se manteve em 4.

4.7.4 72 horas de incubagao

Apo6s 72 horas de incubacao, houve inibigao total da KPC por L. reuteri e L.
rhamnosus, enquanto que para L. acidophilus, L. casei, a KPC foi reduzida para 10’
UFC/mL. Para B. clausii e S. boulardii ndo houve nenhuma inibigdo. A concentragao

de KPC contra os diferentes probiéticos encontra-se descrita na Figura 5. Apds 72
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horas o pH era 4 de todas as amostras, inclusive dos controles. Todas as bactérias

permaneceram viaveis nesse pH, inclusive a KPC.

4.7.5 Concentragao dos probioéticos ao final do teste com 72 horas

Todos os probidticos permaneceram viaveis em concentragbes de 106 UFC/mL
durante as 72hs do teste contra KPC, com excegao do Lactococcus lactis ATCC 11454
e Lactococcus lactis Activia® que apresentaram uma redugdo de crescimento com 48
horas de incubagdo para 10* UFC/mL, e com 72 horas de incubagdo nao

apresentaram mais crescimento.

4.7.6 Controles

Nao houve diferengas significativas, em termos de concentragdo de
Lactobacillus em UFC/mL, entre as amostras de monocultura controle e em co-cultura.
Todos os controles de Lactobacillus mantiveram a concentragdo de 108 UFC/mL
durante as 72hs de teste. Ja o Lactococcus lactis ATCC 11454 e Lactococcus lactis
Activia® apresentaram queda apds 72hs de incubagao caindo para uma concentragdo
de 10% UFC/mL e 102 UFC/mL, respectivamente. Para B. clausii e S. boulardii a
concentracdo se manteve a 108 UFC/mL.

Todos os controles de KPC mantiveram a concentragdo de 108 UFC/mL apos
72h de incubacao.

O pH de todos os controles estava em 6.5 no tempo zero, apresentaram queda

apos 24hs de incubagéo e se mantiveram em 4.0 até o final das 72hs de teste.
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——L. rhamnosus x KPC =A-L. casei x KPC -%--L. acidophilus x KPC
——L. reuteri x KPC =©=B. clausii x KPC -—+-S. boulardii x KPC
Tempo zero 24 horas 48 horas 72 horas
L. lactis ATCC x KPC 10° 107 0 0
L. lactis x KPC 10° 107 0 0
L. reuteri + glicerol x KPC 108 108 10° 0
L. rhamnosus x KPC 106 108 102 0
L. casei x KPC 10° 108 10? 10!
L. acidophilus x KPC 106 108 102 10!
L. reuteri x KPC 10° 108 107 10¢
B. clausii x KPC 10° 108 108 108
S. boulardii x KPC 106 108 108 108

Figura 4. Variacado da concentracdo de KPC ATCC BAA1705 em UFC/mL em co-

cultura contra diferentes probioticos, no periodo de 72hs.

Figura 5. Comparacao do teste de co-cultura contra KPC de L. reuteri com adigao

de 1% de glicerol (linha superior), e L. reuteri sem adigéo de glicerol (linha inferior),
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onde o crescimento visivel € da KPC, da esquerda para direita nos tempos zero,
24hs, 48hs e 72hs.

1 2 3 4 5
Lladis lo® Lackr b % kP 4t L. lacke _ﬂ“"“' ‘-“;‘":::',"’" KPe Lof

Figura 6. Teste de co-cultura do L. /actis Activia® Shot e do L. lactis ATCC 11454
contra KPC, e seus controles: (1) L. lactis Activia®; (2) L. lactis Activia® x KPC; (3) L.
Lactis ATCC 11454; (4) L. Lactis ATCC 11454 x KPC; (5) KPC. De cima para baixo

nos Tempos zero, 24hs, 48hs e 72hs.

4.8 Atividade antimicrobiana dos probiéticos contra outras enterobactérias

O mesmo teste de atividade antimicrobiana em co-cultura foi realizado para o
L. reuteri com e sem 1% de glicerol, L. rhamnosus SD 5217, L. acidophilus LA 14 e L.
casei Shirota com as enterobactérias Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
enteritidis ATCC 13076 e Shigella flexneri ATCC 12022.

Todos os testes foram realizados em duplicata e os valores apresentados
expressam a meédia dos resultados encontrados.
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4.8.1 Atividade antimicrobiana dos probiéticos contra Escherichia coli ATCC

25922

Para o teste da atividade antimicrobiana dos probidticos contra a Escherichia
coli ATCC 25922, nas primeiras 24 horas de incubacédo a contagem de E. coli se
manteve 108 UFC/mL em todas as amostras. Apos 48 horas, o L. reuteri + glicerol e o
L. acidophilus inibiram totalmente a E. coli. O L. rhamnosus e o L. reuteri reduziram a
concentragdo de E. coli para 10° UFC/mL e o L. casei reduziu-a para 102 UFC/mL.
Apos 72 horas, o L. rhamnosus e o L. casei inibiram totalmente a E. coli, enquanto
que com o L. reuteri sem glicerol a contagem se manteve em 105 UFC/mL.

Todos os probidticos permaneceram viaveis em concentragdes de 108 UFC/mL
durante as 72hs do teste.

Os controles da Escherichia coli e dos probiéticos mantiveram a mesma

concentragdo de 108 UFC/mL nas 72 horas.
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Horas
e | reuteri + glicerol x E. coli L.reuteri x E. coli
------ L. rhamnosus x E. coli L. acidophilus x E. coli
L. casei Shirota x E. coli
Tempo zero 24 horas 48 horas 72 horas

L. reuteri + glicerol x E. coli 108 108 0 0
L. reuteri x E. coli 108 106 10° 10°
L. rhamnosus x E. coli 108 106 10° 0
L. acidophilus x E. coli 106 106 0 0
L. casei x E. coli 106 106 102 0

Figura 7. Variacao da concentracao de Escherichia coli ATCC 25922 em UFC/mL em

co-cultura contra diferentes probiéticos, no periodo de 72hs.
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4.8.2 Atividade antimicrobiana dos probioticos contra Salmonella enteritidis

ATCC 13076

Nos testes de avaliacdo da atividade antimicrobiana dos probioticos contra a
Salmonella enteritidis ATCC 13076, com 24 horas de incubagcdo a contagem se
manteve 108 UFC/mL em todas as amostras. Apos 48 horas, o L reuteri + glicerol e L.
acidophilus inibiram totalmente a S. enteritidis. O L. reuteri e L. rhamnosus reduziram
para 105 UFC/mL e o L. casei Shirota reduziu-a para 10> UFC/mL. Apds 72 horas, o
L. rhamnosus inibiu totalmente a S. enteritidis, ja o L. casei reduziu a S. enteritidis para
10" UFC/mL, enquanto com o L. reuteri sem glicerol a contagem se manteve em 10°
UFC/mL.

Todos os probidticos permaneceram viaveis em concentragdes de 108 UFC/mL
durante as 72hs do teste.

Os controles da Salmonella enteritidis e dos probiéticos mantiveram a mesma

concentragdo de 108 UFC/mL nas 72 horas.
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Horas
e | reuteri + glicerol x S. enteritidis L.reuteri x S. enteritidis
------ L. rhamnosus x S. enteritidis L. acidophilus x S. enteritidis
L. casei Shirota x S. enteritidis
Tempo zero 24 horas 48 horas 72 horas

L. reuteri + glicerol x S. enteritidis 108 108 0 0
L. reuteri x S. enteritidis 108 106 10° 10°
L. rhamnosus x S. enteritidis 108 108 10° 0
L. acidophilus x S. enteritidis 108 108 0 0
L. casei x S. enteritidis 108 106 102 10"

Figura 8. Variacdo da concentracdo de Salmonella enteritidis ATCC 13076 em

UFC/mL em co-cultura contra diferentes probiéticos, no periodo de 72hs.
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4.8.3 Atividade antimicrobiana dos probiéticos contra Shigella flexneri ATCC

12022

Para o teste de avaliacdo da atividade antimicrobiana dos probidticos conta
Shigella flexneri ATCC 12022, nas primeiras 24 horas a contagem de S. flexneri se
manteve 108 UFC/mL em todas as amostras. Apds 48 horas, houve inibigéo total da
S. flexneri pelo L. reuteri + glicerol e L. rhamnosus e pelo L. acidophilus, ja para o L.
reuteri sem glicerol e L. casei a concentragdo da enterobactéria caiu para 10° UFC/mL
(reducao de 90%). Apds 72 horas, o L. casei reduziu a contagem de S. flexneri para
10" UFC/mL enquanto com o L. reuteri sem glicerol a contagem se manteve em 10°
UFC/mL.

Todos os probidticos permaneceram viaveis em concentragdes de 108 UFC/mL
durante as 72hs do teste.

Os controles da Shigella flexneri e dos probiéticos mantiveram a mesma
concentragdo de 108 UFC/mL nas 72 horas.
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e | reuteri + glicerol x S. flexneri L.reuteri x S. flexneri
------ L. rhamnosus x S. flexneri L. acidophilus x S. flexneri
L. casei Shirota x S. flexneri
Tempo zero 24 horas 48 horas 72 horas

L.reuteri + glicerol x S. flexneri 108 108 0 0
L. reuteri x S. flexneri 106 108 10% 10°
L. rhamnosus x S. flexneri 108 108 0 0
L. acidophilus x S. flexneri 108 108 0 0
L. casei x S. flexneri 108 108 10° 10°

Figura 9. Variacao da concentragao de Shigella flexneri ATCC 12022 em UFC/mL em

co-cultura contra diferentes probiéticos, no periodo de 72hs.
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5. DISCUSSAO

Dada a alta prevaléncia de infecgbes hospitalares no Brasil e no mundo,
principalmente causadas por Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase e
multirresistente, iniciamos um estudo em busca de probidticos para possivel uso
associado aos antibiéticos no tratamento dessas infecgoes.

Foi feita uma busca em grandes redes de farmacias e supermercados de
Campinas, Sao Paulo para identificar os produtos probidticos comercialmente
disponiveis no mercado brasileiro. Encontramos 40 produtos probioticos disponiveis
e um total de 23 espécies de diferentes microrganismos considerados probiéticos.

Um estudo de 2014 reuniu as diferentes espécies probiodticas comercialmente
disponiveis no mercado mundial, totalizando o numero de 21 espécies (16). Apesar
do estudo nao ser recente, verificamos que a disponibilidade de espécies probidticas
encontradas no mercado brasileiro € compativel com o encontrado no restante do
mundo. Outro estudo mais recente identificou 7 diferentes espécies probidticas em
alimentos lacteos disponiveis no mercado brasileiro (75), enquanto nosso estudo
encontrou um total de 16 espécies diferentes, o que mostra um constante aumento
no mercado brasileiro.

O uso do método de identificacdo por espectrometria de massas com o
aparelho MALDI-TOF MS se mostrou util na identificacdo dos microrganismos
isolados dos probidticos, identificando todos os géneros e a maioria das espécies. A
Unica discordancia em relagao ao indicado nos rétulos e bulas foi do produto Activia®
Shot diario probidticos, no qual indicava conter o género Bifidobacterium em sua
formulagcdo, porém o identificado foi o género Lactococcus, resultado que foi
confirmado através de coloracdo de Gram. Outro estudo utilizou 0 mesmo método
para identificagdo da cepa probidtica do produto Enterogermina® (76) e o resultado
estd de acordo com os nossos achados. Huang et al (77) avaliou o desempenho do
MALDI-TOF/MS como método rapido e preciso na identificagdo de cepas do grupo L.
casei e sugere este método como uma alternativa para o controle de qualidade de
probiéticos.

No presente estudo, dos produtos que indicavam a contagem em UFC, todos
mostraram contagens iguais ou muito proximas as contagens das bulas e rétulos e

dois nao indicavam essa informacédo para comparagao. Recomenda-se que cada
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produto indique a quantidade minima diaria necessaria para conferir beneficios a
saude com base em estudos in vitro e in vivo (78). Na nossa analise apenas o produto
leite fermentado Vigor® apresentou contagem inferior ao considerado adequado.

Embora as bactérias presentes nos medicamentos e alimentos probiéticos ndo
tenham interpretacdo do teste de sensibilidade aos antimicrobianos pelo CLSI e
EUCAST (79, 80), pelas concentragdes inibitdrias minimas (CIMs) é possivel avaliar
a potencial atividade antimicrobiana dos antibiéticos testados. As CIMs dos probidticos
testados mostraram que todos os Lactobacillus foram resistentes a vancomicina, e,
exceto o L. reuteri, resistentes ao Meropenem com demais resultados bastante
variaveis. O padrao de resisténcia foi mais frequente que de suscetibilidade, exceto
para o B. clausii e L. lactis que apresentaram o padrdo de maior suscetibilidade. O L.
rhamnosus apresenta um perfil interessante para uso concomitante com
antimicrobianos por ser resistente as cefalosporinas de terceira geragdo e
carbapenens, bem como a vancomicina e teicoplanina, mas sendo sensivel a
penicilina, assim também o L. casei (diferindo por ser sensivel a Teicoplanina).

Nossos resultados do teste de sensibilidade dos probidticos aos
antimicrobianos estao alinhados com os dados da literatura (16, 81) e com um recente
estudo em diferentes cepas de L. reuteri (82).

Neut e colaboradores (81) também avaliaram o perfil de sensibilidade de
produtos probidticos disponiveis comercialmente e, complementando nossos
resultados, verificaram que as cepas de B. clausii e L. lactis também se mostraram
sensiveis a levofloxacina.

Ja Greppi et al. (82) comparou o perfil de sensibilidade de cepas de L. reuteri
isoladas do trato gastrointestinal de frangos com duas cepas de L. reuteri disponiveis
comercialmente e observou que as cepas disponiveis comercialmente mostraram
resisténcia a penicilina enquanto as cepas isoladas de frangos apresentaram um
padrdo de susceptibilidade a penicilina, sugerindo que produtos comercialmente
disponiveis apresentam um maior padrao de resisténcia aos antimicrobianos. O que
vai de acordo com o proposto neste estudo na escolha de produtos comercialmente
disponiveis para o uso concomitante com antibidticos.

A resisténcia aos antimicrobianos dos probidticos é uma vantagem quando se

considera o0 seu uso em pacientes submetidos ao uso de antimicrobianos de largo
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espectro e pode ser uma desvantagem nas rarissimas situacdes onde ele pode se
tornar agente de infeccdo em imunossuprimidos (83).

Neste estudo, 4 espécies de Lactobacillus e 2 espécies de Lactococcus
apresentaram atividade antimicrobiana in vitro contra a KPC. A inibicdo ocorreu apés
48 horas e seu efeito € bactericida visto que no repique em meio sélido ndo houve
crescimento. Recentemente outros dois estudos também documentaram evidéncias
da atividade antimicrobiana de Lactobacillus contra enterobactérias produtoras de
carbapenemase (2, 6).

Assim como no presente estudo, o Lactococcus lactis também exibiu atividade
antimicrobiana em estudo realizado in vitro por Shin et al. (84), onde o L. /actis foi
testado contra 4 periodontopatéogenos (Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola) e se mostrou um possivel
probidtico para prevenir e tratar periodontite e halitose. Em outro estudo, 9 cepas de
L. lactis mostraram importante efeito inibitério sobre Escherichia coli ATCC K88,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e
Aeromonas hydrophila Ah 01(85). Estudos in vivo mostram o uso de L. /actis como
uma estratégia promissora na reducdo de taxas de enterocolite necrotizante em
prematuros (86) e no tratamento contra infecgdes do trato urinario causadas por
Escherichia coli uropatogénica (87). Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a
documentar evidéncias da atividade antimicrobiana do género Lactococcus contra a
KPC.

A levedura Saccharomyces boulardii ndo apresentou nenhuma atividade
inibitéria contra a KPC. A avaliacdo da acao antibacteriana da S. boulardii ainda esta
em estagio inicial de desenvolvimento, mas estudos ja comprovaram que essa
levedura interfere na aderéncia de patdégenos na mucosa e neutraliza fatores de
viruléncia (53, 56).

Em nosso estudo L. rhamnosus, L. reuteri, L. acidophilus e L. casei também
exibiram atividade antibacteriana contra Salmonela enteritidis, Shigella flexneri e
Escherichia coli. Estudos anteriores com cepas de Lactobacillus mostraram uma
ampla gama de resultados de inibigdo. Quatro linhagens de Lactobacillus isoladas de
leite humano fresco (L. salivarius CECT 5713, L. gasseri CECT 5714, L. gasseri CECT
5715 e L. fermentum CECT 5716) inibiram o crescimento de Salmonella choleraesuis

(88). Cepas de Shigella sonnei tiveram sua viabilidade fortemente reduzidas na
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presenca de Lactobacillus paracasei subsp paracasei M5-L, Lactobacillus rhamnosus
J10-L, Lactobacillus casei Q8-L e L. rhamnosus GG (89). Cepas isoladas de fezes de
criangas saudaveis (L. acidophilus RY2, L. salivarius MM1 e L. paracasei En4),
mostraram atividade inibitéria contra E. coli enterotoxinogénica (90).

O efeito do pH acido se mostra uma preocupacédo em estudos que realizaram
os mesmos tipos de teste (2, 88, 91), nos quais os autores sugerem que esse possa
ser o principal responsavel pela inibicdo do crescimento dos patégenos, no entanto,
em nossos experimentos, pudemos verificar que a KPC controle permanecia viavel
nesse mesmo pH por mais de 72hs.

Apesar da forma como ocorre a atividade antimicrobiana das cepas de
Lactobacillus nao ter sido completamente esclarecida, suas ag¢des antiaderentes e
imunomoduladoras sugerem ser de grande importancia (21, 22, 25, 26, 42, 92).

Um estudo recente de Oliva et al. (6) foi o primeiro a comparar a atividade
antibacteriana entre formulacdo de probiéticos contendo as bactérias probidticas e
sobrenadante filtrado dessa mesma formulagdo probidtica, livre de bactérias. O
resultado mostrou uma atividade antibacteriana maior na formulagdo contendo as
bactérias. Esse resultado sugere que a interacdo entre microrganismos vivos, € nao
apenas a producdo de substancias antibacterianas presentes principalmente no
sobrenadante (utilizado pela maioria dos estudos deste tipo), € responsavel pelas
atividades antimicrobianas encontradas. O mesmo estudo (6) comparou ainda a
atividade antibacteriana de amostras de agua fecal de voluntarios saudaveis antes e
apos 7 dias de administragao de uma formulagao de probidticos contra cepas clinicas
de bactérias resistentes a carbapenem. As amostras antes da administracdo de
probidticos ndo mostraram efeito antibacteriano, enquanto as amostras apés 7 dias
de suplementacao de probidticos mostraram inibicido de crescimento principalmente
contra Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa, demonstrando que a
administragdo de probidticos aumenta a atividade fecal contra bactérias
multirresistentes a drogas.

Embora os testes in vitro ndo possam ser diretamente traduzidos para efeito in
vivo, o resultado desse estudo € promissor e, em conjunto com o encontrado na
literatura, indica o potencial uso de probidticos em conjunto com a administragcao de
antibiodticos como estratégia para combater infecgdes por KPC, E. coli, Salmonella e

Shigella em pacientes hospitalizados.
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6. CONCLUSOES

Dos produtos probidticos disponiveis do comércio houve predominio dos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, com uma grande diversidade de espécies e
unicos ou em associagao de probidticos, presentes tanto nos medicamentos, como
nos alimentos.

A tecnologia MALDI-TOF MS permitiu a identificagdo de todos os géneros e a
maioria das espécies dos probidticos analisados.

A contagem de UFC dos produtos analisados se mostrou igual ou muito
préxima as contagens que constam nas bulas e rétulos.

As CIMs dos probidticos mostraram que todos os Lactobacillus foram
resistentes a vancomicina e com excegao do L. reuteri, resistentes ao Meropenem,
sendo os demais resultados variaveis, mas sempre sendo sensiveis a dois ou mais
antibioticos.

O padréo de resisténcia foi mais frequente que de suscetibilidade, exceto para
o B. clausii e L. lactis que apresentaram o padrdao mais frequente de suscetibilidade.
Este perfil permite utiliza-los, em sua maioria, na vigéncia de antibioticos de largo
espectro para Gram positivos € Gram negativos, existindo sempre uma alternativa,
caso seja necessario erradica-los.

L. reuteri, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. casei Shirota, Lactococcus lactis e
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC exibiram atividade antibacteriana contra o KPC.
A inibicdo ocorre apdés 48h e tem efeito bactericida. S. boulardii e B. clausii ndo
mostram atividade contra KPC no teste de co-cultura.

A medicao do pH mostrou que o pH acido nao é responsavel pela inibicao do
crescimento da KPC na co-cultura. A amostra de KPC controle permaneceu viavel
nesse mesmo pH por mais de 72hs.

L. rhamnosus, L. reuteri, L. acidophilus e L. casei apresentaram atividade
antibacteriana contra Salmonela enteritidis, Shigella flexneri e Escherichia coli.

Todos os Lactobacillus spp e Lactococcus spp utilizados mostraram potencial
uso para inibicdo da colonizacido intestinal por enteropatégenos em pacientes

hospitalizados com risco de translocagéao.
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