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AVALIA(;AO DO POTENCIAL BACTERIOCINOGENICO E INIBITORIO DE
Lactiplantibacillus plantarum SOBRE A FORMA VEGETATIVA E EM BIOFILME DE
Staphylococcus aureus

RESUMO

Os lactobacilos, mas especificamente o L. plantarum, possui capacidade de inibir bactérias
patogénicas. Portanto objetivou-se avaliar o potencial bacteriocinogénico e inibitorio de
isolados de L. plantarum obtidos da fermentacdo do cacau, em formas vegetativas e em
biofilmes de S. aureus oriundos de mastite bovina (SAB) e ovina (SAO), bem como S. aureus
ATCC 25923 (SAA) e S. aureus resistente a meticilina (SARM), sendo identificado no estudo
de (SAM). Foram utilizados dois isolados de L. plantarum, a cepa 81 e 286. A atividade
inibitéria do sobrenadante foi avaliada através da concentragdo inibitéria minima (CIM), nas
concentracdes de 200 mg/ml, 100 mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml, 12,5 mg/ml afim de definir a
concentracdo inibitéria minima (CIM). Avaliou-se também a acdo inibitoria com pH inicial de
4,3 e com pH fisiolégico de 7,3. Em seguida, avaliou-se o sobrenadante tamponado esterilizado
(127°C por 15min). O ensaio de biofilme foi realizado em trés etapas: avaliagdo do grau de
crescimento do biofilme dos S. aureus (SAB, SAO, SAM e SAA), analise do desenvolvimento
do biofilme em plasmas distintos (humano, bovino, equino e ovino), investigacdo do poder
inibitdrio dos sobrenadantes. Ambas as cepas 81 e 286 de L. plantarum demonstraram atividade
inibitoria tanto contra a forma vegetativa quanto contra o biofilme de S. aureus provenientes de
mastite bovina e ovina, incluindo cepas resistentes a meticilina (SARM) e a ATCC 25923.
Assim, conclui-se que, na concentragdo de 200 mg/ml, ap6s tamponamento e esterilizacdo, o
sobrenadante ainda foi capaz de inibir in vitro as formas vegetativas dos S. aureus estudados e
a formacdo de biofilme. Esses resultados abrem caminho para investiga¢des futuras que possam
avaliar o efeito dessas cepas em condicdes in vivo.

Palavras-chave: bacteriocina; espectrofotdmetro; infecgdo; probidtico; resisténcia.



EVALUATION OF THE BACTERIOCINOGENIC AND INHIBITORY POTENTIAL
OF Lactiplantibacillus plantarum ON THE VEGETATIVE FORM AND BIOFILM OF
Staphylococcus aureus

ABSTRACT

Lactobacilli, specifically Lactobacillus plantarum (L. plantarum), have the ability to inhibit
pathogenic bacteria. This study aimed to evaluate the bacteriocinogenic and inhibitory potential
of L. plantarum isolates obtained from cocoa fermentation against vegetative forms and
biofilms of Staphylococcus aureus (S. aureus) from bovine mastitis (SAB), ovine mastitis
(SAO), methicillin-resistant strains (MRSA), and the ATCC 25923 strain (SAA). Two isolates,
strains 81 and 286, were used.The inhibitory activity of the supernatant was assessed through
minimum inhibitory concentration (MIC) tests at concentrations of 200 mg/ml, 100 mg/ml, 50
mg/ml, 25 mg/ml, and 12.5 mg/ml. The inhibitory action was also tested at an initial pH of 4.3
and a physiological pH of 7.3, followed by sterilization (127°C for 15 minutes). Biofilm assays
were conducted in three stages: Evaluation of biofilm growth by S. aureus strains (SAB, SAO,
MRSA, and SAA). Analysis of biofilm development in different plasmas (human, bovine,
equine, and ovine). Investigation of the inhibitory power of supernatants. Both L.
plantarum strains 81 and 286 demonstrated inhibitory activity against vegetative forms and
biofilms of S. aureus, including methicillin-resistant strains and ATCC 25923. At a
concentration of 200 mg/ml, even after buffering and sterilization, the supernatant inhibited
vegetative forms of S. aureus and biofilm formation in vitro.These findings pave the way for
future research to evaluate the effects of these strains under in vivo conditions.

Keywords: bacteriocin; infection; probiotic; resistance; spectrophotometer.
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1 INTRODUCAO

No ano de 2023, o Brasil obteve uma producdo total superior a 35 milhdes de litros de
leite, resultando em uma injecdo econdmica que supera 80 milhdes de reais. (IBGE, 2022). O
Brasil ocupa a sexta colocacdo na producdo mundial leiteira, ficando atras da india, Unido
Europeia, Estados Unidos, China e Russia, respectivamente, tendo uma representacao de 4%
do total produzido (USDA, 2023). Com base nesses dados, o Brasil se destaca entre os paises
com alta producéo de leite e é considerado um dos mais competitivos no setor pecuario leiteiro
mundial, sendo esse destaque, resultado de baixos custos de producéo, além de méo de obra
relativamente barata e investimento em melhorias genéticas e alimentares. (SOUZA,;
BERTONCELLO, 2021) Além disso, o0 pais tem uma grande extensdo de fronteiras agricolas,
totalizando 90 milhdes de hectares, que possibilitam a expansdo do setor, para quem sabe
obter uma melhor colocacéo no cenario internacional. (SOUZA; BERTONCELLO, 2021).

Neste contexto, a salde da glandula mamaria tem uma importancia fundamental para
aspectos qualitativos e quantitativos do leite, podendo estes serem alterados quando da
ocorréncia da mastite, caracterizada como uma inflamacédo da glandula mamaria, e que é uma
das principais doencas de impacto econdémico e sanitario na producdo leiteira, além de
apresentar uma etiologia multifatorial. (RUEGG, 2017) Neste cenério, o Staphylococcus
aureus, é um dos principais agentes causadores da mastite, este fato estd associado a presenca
de diversos fatores de viruléncia que auxiliam este agente na instalagdo da doenca, além de
possuir capacidade de formacao de biofilmes bacterianos que o auxilia na evasao do sistema
imune, persisténcia no hospedeiro e ambiente e na resisténcia aos antimicrobianos (ARCHER
etal., 2011; VOELK et al., 2014).

Atualmente, existe uma grande pressdo para a busca por métodos alternativos para o
controle e tratamento da mastite, a fim de evitar e amenizar os efeitos causados pela resisténcia
bacteriana, fruto do uso indiscriminado de antibidticos. Este fato, contribui para a busca do
controle microbiano através do uso de outros microrganismos benéficos aos animais,
denominados probidticos, que apresentam efeitos terapéuticos interessantes. (YU et al., 2022)
De maneira mais detalhada, esses microrganismos conseguem contribuir com o aumento de
condi¢bes favordveis a saude, tornando o organismo preparado a combater diversos
patogenos, através principalmente da competicdo com bactérias patogénicas que possam
infectar o organismo. (HUANG; LU; LIAO, 2020; MENEZES et al., 2020; SOCCOL et al.,
2015).
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No que diz respeito a probioticos, os lactobacilos ndo podem deixar de serem citados,
uma vez que, por serem 0s pioneiros a serem utilizados nesta funcdo, além de serem
amplamente utilizados até os dias atuais, 0s credenciam a serem sempre mencionados quando
se discute sobre este tema. Os lactobacilos também se apresentam em destaque, quando se
trata de fontes para realizar seu isolamento, ja que eles podem ser oriundos de plantas, solo,
orgdos de seres vivos, bebidas e alimentos. (HERBEL et al., 2013). Considerando as
mudancas genotipicas, fenotipicas e ecoldgicas do género ao longo dos anos, viu-se a
necessidade de uma nova organizacdo taxondmica, o que foi refletido na nomenclatura. Nesse
contexto, partir de 2020, algumas espécies do género lactobacilos, tiveram seu nome alterado,
como foi o caso do Lactobacillus plantarum, que teve sua nomenclatura alterada para
Lactiplantibacillus plantarum. (ANVISA, 2021; ZHENG et al., 2020).

Assim, este estudo objetiva avaliar o potencial inibitério de Lactiplantibacillus
plantarum oriundo da fermentacdo do cacau, em forma vegetativa e biofilme de S. aureus
advindos de mastites bovina e ovina, bem como a cepa de referéncia ATCC (25923) e a SARM

(S. aureus resistente a meticilina).
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2 OBJETIVO GERAL
Avaliar o potencial bacteriocinogénico e inibitorio de duas cepas de L. plantarum

obtidos da fermentacéo do cacau, em formas vegetativas e em biofilmes de S. aureus.

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar o efeito inibit6rio de isolados de L. plantarum diretamente sobre S. aureus por

co-cultura, teste de sobrenadante e linha de inibigao.

- Avaliar o efeito dos isolados de L. plantarum “in vitro” em S. aureus em biofilmes e

na forma ndo aderida.

- Avaliar a concentracdo inibitéria minima dos sobrenadantes de L. plantarum, contra

S. aureus de mastite bovina e ovina, S. aureus ATCC 25923 e S. aureus resistente a meticilina.

- Avaliar o efeito de diferentes plasmas (bovino, ovino, equino e humano), na formagéo

de biofilme dos S. aureus e Escherichia coli.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Probidticos

Muito se discute sobre as vantagens da utilizacdo de probidticos de maneira geral. Essa
informagdo se deve, principalmente pelo fato de que, estes microrganismos, conferem uma
melhora na salde e consequentemente, torna o organismo apto a combater diversos patdgenos,
uma vez que, seu consumo e utilizacdo em quantidades adequadas, atribuem ao seu hospedeiro
diversos efeitos benéficos. Huang et al. (2020). As condi¢bes benéficas atribuidas ao
hospedeiro, mediante administracdo de probioticos, vem sendo relatadas na literatura, trazendo
aspectos importantes no que se refere a diminui¢do na incidéncia de algumas patologias, por
combaterem potenciais patdgenos quando fornecido de maneira preventiva, mas também como
atenuante da sintomatologia em alguns casos, ja que diminui os efeitos nocivos causados pela
intensa resposta inflamatoria Yu et al. (2022). Todavia, estes microrganismos vivos, que sdo
fornecidos ao seu hospedeiro, precisam ter alguns critérios para serem considerados produtos
com potencial para uso, devendo possuir total isencdo de riscos para seu hospedeiro, ser
resistente as condi¢des gastrointestinais (acidez, bile e enzimas digestivas), deve ser capaz de
produzir substancias que inibem microrganismos patogénicos, poder de estimular o sistema
imune do hospedeiro, ter capacidade de aderir aos tecidos e ndo serem sensiveis a antibioticos
Menezes et al. (2020 e Soccol et al. (2015).

Em um estudo anterior, os autores avaliaram o mecanismo de controle do biofilme
probiético utilizando modelos matematicos, neste estudo, foi observado os efeitos positivos do
biofilme probidtico, sobre um biofilme formado por agentes patogénicos por meio de
modificacbes ambientais, como aumento da concentracdo de acido latico e pH. Eberl et al.
(2010). Esse efeito no biofilme de microrganismos causadores de doencas, se mostra muito
significativo, uma vez que, algumas bactérias, como o Staphylococcus aureus, utilizam deste
mecanismo, para se proteger contra as células de defesa do individuo, bem como de terapéuticas
implantadas Melo et al. (2016).

O uso intenso de antibidticos, a resisténcia aos antimicrobianos e a crescente
preocupacdo com aspectos relacionados a salde, despertam a busca por alternativas ao
tratamento convencional. Nesse sentido, torna-se necessario o desenvolvimento de novas
culturas probioticas, levando em consideracdo a diversidade de propriedades benéficas
atribuidas as cepas. Melo et al. (2017 e Nader-Macias et al. (2008).
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4.2 Lactobacilos

Os lactobacilos fazem parte de um género formado por bactérias em forma de bacilos,
Gram positivos, oxidase negativos, imdveis, anaerdbios facultativos, incapazes de produzir
esporos, sdo catalase negativos e toleram baixos niveis de pH, uma vez que, sdo capazes de
fermentar hidratos de carbono, tendo como produto nesse processo, o &cido latico Herbel et al.
(2013). Estes microrganismos podem ser isolados naturalmente em uma variedade de locais,
como plantas, solo, 6rgaos de seres vivos, bebidas e alimentos Cai et al. (2012 e Pal et al. (2012).
Considerando a ampla variedade de fontes disponiveis para seu isolamento, a adequacao para
a realidade de cada regido, € imprescindivel para sua obtenc¢do facilitada e de baixo custo.

No atual cenario econémico do Brasil, o litoral sul da Bahia se apresenta como um dos
mais importantes na producdo cacaueira nacional, levando em consideracdo, que se trata de
uma regifo com significativa aptiddo agricola Nogueira et al. (2019). E sabido que, a améndoa
do cacau € a principal matéria prima para produ¢do do chocolate e para obter este produto, é
necessario a fermentacdo da polpa, processo com um significativo papel na qualidade do
produto. Assim, a fermentacdo, a qual envolve a améndoa e a polpa do cacau, € iniciada por
microrganismos presentes no fruto, produtores de etanol em condi¢des de baixa oxigenacao,
que sera posteriormente oxidado por bactérias produtoras de &cido acético e por outras
produtoras de &cido latico, culminando no aumento da temperatura do processo (45-50 °C)
Nogueira et al. (2019). Assim, a polpa do cacau, quando em processo fermentativo, possui uma
alta populacdo microbiana dominada no principio, pelas leveduras, importantes para o
fortalecimento das bactérias laticas, sendo estas Ultimas, destacada pela espécie
Lactiplantibacillus plantarum Lee et al. (2019 e Saito et al. (2014).

O primeiro género descoberto no grupo dos probidticos foram os Lactobacilos e este,
até os dias atuais, € um dos probioticos mais utilizados. Alguns fatores contribuem para o
desenvolvimento de cepas probidticas de origem local, como por exemplo: diferencas
geogréficas entre populacdes de modo a interferir em aspectos relacionados a nutri¢ao e salde,
composicdo da microbiota gastrointestinal e valorizacdo de cepas locais e tecnologias
industriais. Assim, os lactobacilos encontrados na polpa do cacau, apresentaram resultados
promissores no que diz respeito ao efeito anti-inflamatério, propriedades tecnoldgicas e
inibicdo de bactérias patogénicas, apresentando potencial antimicrobiano quando expostos a
bactérias na forma de biofilme e alguns microrganismos patogénicos de origem alimentar Melo
et al. (2016 e Pereira et al. (2018 e Santos et al. (2016 e Sybesma et al. (2015).
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4.3 Lactiplantibacillus plantarum

O lactiplantibacillus plantarum, anteriormente denominado lactobacillus plantarum, é
utilizado nos processos fermentativos a milhares de anos, por se tratar de uma espécie capaz de
produzir metabdlitos antimicrobianos, tendo uma aplicacdo de suma importancia na indudstria
de alimentos, ja que permite prolongar a vida util dos produtos. Shi et al. (2024). Contudo, sabe-
se que a aplicacdo do L. plantarum ndo se restringe apenas a industria alimenticia, uma vez que,
sdo capazes de produzir também genes que induzem o efeito antioxidante, aumento na producéo
de imunoglobulinas e citocinas anti-inflamatorias, conforme estudo feito em cabras leiteiras.
Zhang et al. (2024).

As fontes de isolamento podem ser as mais diversas, variando de alimentos fermentados,
azeitonas, saliva humana, alcaparras, massa fermentada, vinho, microbiota intestinal e polpa
fermentada do cacau. Prete et al. (2020 e Santos et al. (2016). O interesse e consequente
descoberta do L. plantarum surgiu na década de 80, através de cientistas da Universidade de
Lund na Suécia, que visavam aumentar a taxa de sobrevivéncia de pacientes em unidades de
terapia intensiva com faléncia multipla dos 6rgdos Nordstrom et al. (2021). Nesses pacientes, a
ingestdo de L. plantarum proporcionou melhoras consideraveis em quadros de sindrome do
intestino irritavel, doenca inflamatéria intestinal e deficiéncia de ferro. Nordstrom et al. (2021).

A inibicdo de bactérias patogénicas, € uma aplicacdo bastante promissora, levando em
consideracdo os resultados obtidos em pesquisas relacionadas. Dentre outros patdgenos, o
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), ganha destaque por ser um agente de
grande preocupacdo principalmente na satde puablica Wérmann et al. (2024). Nesse aspecto, 0
L. plantarum apresentou um grau satisfatorio de efeito antimicrobiano com relagcdo a0 MRSA
em fabricacdo de queijo de leite cru. Woérmann et al. (2024). A agéo contra a formacéo de
biofilmes, é outra pratica propicia, tendo obtido resultados promissores quando utilizado o
sobrenadante do L. plantarum em Listeria monocytogenes. Rouhi et al. (2024).

Existem bactérias capazes de produzir peptideos, chamados bacteriocinas, além das
substancias inibidoras semelhantes a bacteriocina (SISB), cujas propriedades e funcdes
demonstram potenciais para utilizacdo desde a industria farmacéutica até na producdo e
manipulacdo de produtos alimenticios, por serem seguras em termos de consumo humano ou
animal e ndo apresentar efeito cancerigeno e alergénico Kareem et al. (2020). No setor de
alimentos, as bacteriocinas atuam na prolongacao do tempo de prateleira e na potencializagdo
da seguranca dos alimentos, uma vez que acabam interferindo negativamente na multiplicagéo

de agentes bacterianos patogénicos Kareem et al. (2020). Em aspectos clinicos, as bacteriocinas
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produzidas por essas bactérias, conseguem de maneira eficaz inibir agentes especificos, e por
serem em alguns casos resistentes a antibidticos, conseguem atuar de maneira adjuvante no
tratamento de infeccGes bacterianas Kareem et al. (2020). Ademais, bactérias laticas, mais
especificamente L. plantarum, sdo capazes de produzir no minimo seis bacteriocinas
promissoras, atraves da expressdo dos genes PINE e PInF. Kareem et al. (2020). A literatura
dispde de algumas bacteriocinas especificas, produzidas por L. plantarum, como € o caso da
Plantaricina FB-2 que, apresentou uma atividade inibitoria eficaz contra Staphylococcus aureus
ATCC6538, e pelo fato de ndo apresentar efeito hemolitico, este estudo validou sua seguranca,
na industria alimenticia ou até como agente bacteriano. Li et al. (2023).

Em um estudo recente Contente et al. (2024), foi possivel isolar genes que sintetizam
seis bacteriocinas de classe 2, denominadas plantaricinas, que por sua vez, sdo bacteriocinas
muito importantes na espécie L. plantarum, por serem responsaveis por grande parte da sua
acdo antimicrobiana. No entanto, deve-se atentar que as plantaricinas podem ter caracteristicas
e atividades distintas (Tabela 1). Essa informacdo é relevante, para escolha da bacteriocina, ou
mais especificamente, das plantaricinas mais indicadas de acordo com o objetivo de aplicacéo.
A bacteriocina ZBK1-5 por exemplo, apresenta caracteristicas Unicas quando comparada com
outras plantaricinas, pelo fato de apresentar um alto efeito antimicrobiano em um curto espaco
de tempo para liberacdo desses compostos, 0 que a habilita como uma boa op¢do probidtica.
Choovet et al. (2024). Em outro exemplo, o uso da Plantaricina LD1, apresentou atividade
antimicrobiana de forma direta no patdgeno S. aureus subsp. aureus ATCC 25923, assim como
também conseguiu intervir na formacdo do biofilme, cuja caracteristica é bastante presente
neste agente e com uma importancia significativa na viruléncia. Yadav et al. (2024).

O uso de probidticos pode abranger diversas areas, o que implica a necessidade de
caracteristicas e requisitos especificos para sua sele¢do. Os critérios de escolha baseiam-se
principalmente em trés aspectos fundamentais: resisténcia, seguranca e eficacia. A resisténcia
que se espera, ira depender da forma de administracdo utilizada, uma vez que, por exemplo,
uma administracdo via oral, devera fornecer condi¢des favoraveis a ingestdo do probidtico,
como tolerancia a pH e sais e biliares presentes no trato gastrointestinal. Gokmen et al. (2024).
A segurangca diz respeito a ndo nocividade do seu uso no hospedeiro, enquanto a efetividade, se
relaciona diretamente com o grau de intervencao benefica que o agente em questéo é capaz de
exercer Fonseca et al. (2021). A atividade inibitdria contra agentes microbianos, se destaca
como sendo uma das principais funces de um probidético elegivel para ser utilizado e, essa acdo

importantissima nesse grupo, pode ser executada de maneiras distintas, desde a competigcdo
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direta com agentes patogénicos pelo sitio de a¢do, producdo de bacteriocinas, até modulacdo do
sistema imunolodgico Fonseca et al. (2021).

Tabela 1- Principais tipos de plantaricinas descritas

Nome da Plantaricina

Plantaricina A
Plantaricina E/F e J/IK
Plantaricina C
Plantaricina W
Plantaricina S
Plantaricina 35d
Plantaricina MG
Plantaricina 423
Plantaricina 163
Plantaricina ST31
Plantaricina KW30
Plantaricina ST-28MS
Plantaricina Y
Plantaricina ZJ5
Plantaricina ST8SH
Plantaricina 163

Plantaricina JLA-9

Fonte: Isabella et al. (2020 e Kareem et al. (2020).

4.3 Mastite

Existe uma expectativa referente a producédo leiteira brasileira, de crescimento nos
proximos 10 anos a uma taxa entre 1,8% e 2,7%, significando um acréscimo na produgéo de
35,4 bilhdes de litros em 2022 para 42,4 bilhdes em 2032, podendo ser justificado pela melhor
gestdo e produtividade nas fazendas de bovinos leiteiros IBGE (2022). Nesse contexto, a
mastite se apresenta como uma das principais doencas de carater sanitario e econémico, sendo

caracterizada por ser uma patologia que provoca uma resposta inflamatéria da glandula
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mamaria quando exposto a algum microrganismo, substancia quimica, variagdes de
temperatura ou lesdo da glandula mamaria, sendo esperado uma perda de 25 a 42% por quarto
mamario, em rebanhos leiteiros brasileiros acometidos com mastite subclinica Brito et al.
(2021). Ademais, nos Estados Unidos, foi realizado uma estimativa de custos com relagéo a
tratamentos contra mastite, chegando a 185 ddlares americanos por vaca/ano, significando, em
média, 10% do valor total de leite vendido pelos produtores Dutra et al. (2017 e EMBRAPA
(2015).

A mastite pode ser conceituada como sendo, o processo inflamatério do Ubere,
caracterizado pelo aumento da permeabilidade da membrana que separa o leite e 0 sangue,
sendo acompanhada por uma reducdo na producéo de leite Walcher (2011). A etiologia desta
patologia pode estar atrelada a uma variedade de 140 espécies de microrganismos, podendo ser
classificados de acordo com sua principal fonte de contaminacdo e relevancia no
desenvolvimento da doenca. Os patdgenos contagiosos (Corynebacterium bovis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Mycoplasma bovis), os patdgenos
ambientais (Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus equinus,
Escherichia coli, Klebsiella spp, Citrobacter spp, Enterobacter spp, e Pseudomonas spp), 0s
patdégenos secundarios (Staphylococcus coagulase negativos) e alguns microrganismos
incomuns mais que podem estar envolvidos (Arcanobacterium pyogenes, Nocardia spp,
Pasteurella spp, Mycobacterium bovis, Bacilluscereus, Serratia marcescens, bactérias
anaerdbias, fungos e leveduras Coelho et al. (2016).

De acordo com a caracteristica atribuida ao desenvolvimento da doenca, a mastite pode
ser classificada como subclinica, clinica ou crénica. Na forma subclinica, a patologia se
manifesta praticamente sem sinais aparentes, com auséncia de inflamacao e fibrose na glandula
mamaria, podendo ter uma gqueda na producédo e sendo diagnosticada através da identificacdo
de glébulos brancos no leite, com o Californian Mastitis Test (CMT) ou pela contagem de
células somaticas (CCS) Walcher (2011). A manifestacdo clinica da mastite na sua forma aguda
por sua vez, se caracteriza por possuir todos os sinais classicos possiveis (calor, rubor, edema,
dor e perda da fungdo), além de sinais clinicos concomitantes como diminuigdo do apetite,
respiracdo ofegante, desidratagédo, apatia e alteragdes na composi¢cdo e quantidade de leite
produzido Walcher (2011). Em caso de néo resolucéo na sua apresentacao aguda, a doenga pode
evoluir para forma cronica, onde ja ndo se observa mais sinais inflamatorios, tendo
predominancia neste momento do processo de fibrose intenso, com alteracBes no leite,

culminando na perda definitiva do quarto mamario Walcher (2011).
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4.4 Staphylococcus aureus

O S. aureus é um patdgeno preocupante no controle da mastite, devido aos seus variados
fatores de viruléncia, resisténcia a antimicrobianos e persisténcia no ambiente Voelk et al.
(2014). Esta é uma bactéria gram positiva, anaerdbia facultativa, imdvel, ndo esporulada e
coagulase positiva além de ser produtora de toxinas termotolerantes que podem contaminar
diversos alimentos como o leite, o qual, mesmo pasteurizado pode levar a intoxicagéo,
apresentando sinais clinicos de diarreia, vémito e febre. Ahmad-Mansour et al. (2021).

Ahmad-mansour et al (2021), discutiu sobre trabalhos que envolvem toxinas de S.
aureus, abordando seus mecanismos de acdo e patogénese, no intuito de embasar
desenvolvimentos futuros de modelos terapéuticos. Além disso, este agente possui mecanismos
capazes de anular respostas imunes do hospedeiro, formado por microcoldnias complexas que
sdo chamados biofilmes, este, pode ser definido como uma comunidade séssil derivada de
microbios, tipificada por células que estdo ligadas a um substrato, interface ou umas as outras,
além de estarem ligadas em uma matriz de substancia polimérica extracelular exibindo um
fenotipo alterado em relacdo ao crescimento, expressdo génica e producdo de proteinas
(ARCHER et al., 2011, p445). Neste aspecto, dentre os estafilococos, 0 S. aureus ATCC 25923
apresenta maior predisposicao a formacéo de biofilme Wicahyo et al. (2024).

Cepas de Lactobacillus plantarum e Lactobacillus fermentum, extraidas da fermentagéo
do cacau, foram avaliadas quanto ao seu poder inibitdrio em relacdo a producdo de biofilme de
Staphylococcus aureus, encontrando resultados satisfatorios em ambas as cepas, no que se

refere a potencial de inibicdo. Melo et al. (2016).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Cepas bacterianas e condigdes de cultura

Foram utilizados dois isolados provenientes do Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual de Santa Cruz que foram
previamente caracterizados e identificados por Santos et al. (2016). Foram utilizadas cepas de
S. aureus previamente identificadas de casos de mastite bovina e ovina e mantidas sob
refrigeracdo em caldo Triptona de Soja (TSB) com 20% de glicerol a -20°C Melo et al. (2013).
Adicionalmente foi utilizada uma cepa de SARM gentilmente cedida pela Profa. Dra. Luciana
Debortoli de Carvalho e identificados pelo kit Vitek2.

As cepas de S. aureus ATCC 25923, S. aureus de mastite bovina, ovina e
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) mantidas sob refrigeracdo a -20 °C
foram recultivados em agar Manitol Salgado (MAS) e agar sangue, deixando-o0 em aerobiose,
em 37°C, por 24 horas. Em seguida, foram testadas pelo método de gram para confirmacéo
morfotintorial e auséncia de contaminagdo. Somente foram utilizadas placas com boa formacao
de col6nias B-hemoliticas concavas, com coloragdo esbranqui¢ada ou amarelada e alteracéo de
coloracdo do meio para amarelo em MAS e a presenca de cocos gram positivos em formato de
cacho de uva. Foram consideradas sem contaminacdo aquelas com a presenca exclusiva de
colonias de S. aureus.

Para o cultivo dos isolados de Lactiplantibacillus platarum, cepas 286 e 81, gentilmente
cedidas em parcerias com o Departamento de Ciéncias Bioldgicas da UESC que compuseram
o trabalho de Santos (2016) foi utilizados agar e caldo MRS. Apds crescimento, foi realizado
averiguacdo morfotintorial e foram considerados sem contaminagao aqueles com a presenca de
pequenas coldnias de coloracdo branca, concavas e que se apresentaram como bacilos gram
positivos em coloracdo. Adicionalmente, os isolados foram identificados em género e espécie
pela técnica de 16S RNA.

5.2 Liofilizacéo e dilui¢do do L. plantarum

Para obtencdo do sobrenadante liofilizado, foi adicionado uma algada 10ul de colbnia
bacteriana de cada isolado de L. plantarum em quatro tubos Falcon com 20 ml de caldo MRS
e incubados, durante a noite, a 37°C em aerobiose. Em seguida, os tubos foram centrifugados a

4°C por 15 minutos a 4000g. O sobrenadante resultante foi filtrado em filtro microbioldgico de
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0,22 microns para remocdo de eventuais células bacterianas em suspensdo. Em seguida foi
congelado e liofilizado por 72h.

Para a pesagem e posterior diluicdo em meio BHI, se desenvolveu da seguinte forma:
Através da balanca de precisao foi aferido 1g do sobrenadante liofilizado das cepas 286 e 81.
Posteriormente esse contetdo de 1 grama, contido em tubo Falcon de 50 ml, foi acrescido 5 ml
de caldo BHI, sendo devidamente homogeneizado, formando uma solugdo com concentragéo
de 200 mg/ml de sobrenadante em caldo BHI. Em seguida foram realizadas diluicdes seriadas
pela metade de cada concentracdo em eppendorfs de 2 ml contendo 1ml de caldo BHI cada.
Assim, o primeiro eppendorf, em ambas as cepas avaliadas, continha concentra¢édo de 200
mg/ml, seguido por outro de 100 mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml e 12,5 mg/ml, respectivamente.

5.3 Elaboracéo dos grupos controle

Foram elaborados no mesmo periodo, os grupos controle do experimento. Estes podem
ser divididos em trés grupos a seguir: o controle de crescimento, controle de inibicdo e controle
do meio. O controle de crescimento (CC) consiste em caldo BHI, acrescido do meio BHI
contendo S. aureus ATCC 25923 (escala Mcfarland 0,5). O controle de inibicdo (ClI), por sua
vez, possui em sua composic¢do, 12 mg/ml de clorafenicol, adicionado do meio BHI contendo
S. aureus (escala Mcfarland 0,5). O controle do meio (CM) contém apenas o caldo BHI, a fim

de verificar a esterilidade da solu¢édo e do procedimento.

5.4 Micro diluigéo e inoculagéo

Diante dos tratamentos e controles devidamente elaborados, a microdilui¢do de acordo
com o CLSI (2022) foi realizada com o intuito de verificar até qual concentracao o sobrenadante
possui efeito inibitorio. Assim, em uma placa de teste de ELISA, foram dispostos po¢os
contendo as devidas concentragdes (200 mg/ml, 100 mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml, 12,5 mg/ml),
bem como os controles mencionados anteriormente (CC, Cl, CM). Para melhor identificagéo e
visualizacdo dos resultados, as placas dos testes de ELISA foram diferenciadas de acordo com
sua cepa correspondente e padronizadas até o equivalente a escala de 0,50 MacFarland.

Ap0s a realizacdo das micro diluigdes, as placas de teste de ELISA, permaneceram por
24 horas, em 37°C, para inoculacdo em placa. Posterior a incubacdo das amostras, estas foram
inoculadas em agar Mueller Hinton, seguindo a mesma sequéncia e organizacao da placa de
teste Elisa. Em cada quadrante foram inoculados 5 microlitros de cada amostra. Em seguida, as

placas foram incubadas em estufa, a 37°C, por 24 horas, em aerobiose, a leitura dos resultados
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foi feita através de observacao e posterior contagem das coldnias, até o limite maximo de 30 e
aplicando-se a férmula abaixo.

UFC , . .
T = Numero de colinas X 200 X Diluicao

5.5 Tamponamento do pH e teste de estabilidade térmica

Para avaliar se a inibicdo na dose de 50 mg/ml do sobrenadante estaria inibindo pela
influéncia de pH ou pela producdo de bacteriocinas, também chamadas de substancias
inibitorias semelhantes a bacteriocina (SISB). Foi feita a avaliacdo do pH, através do uso do
pHmetro, onde se observou tanto na amostra 81 como na 286, um pH em torno de 4,30. Dessa
forma, para remover o efeito inibitorio do sobrenadante por acidez do meio, foi realizado a
correcdo do pH pela adicédo de hidréxido de sddio (NaOH) vagarosamente ao sobrenadante até
este atingir o pH em torno de 7,3. Em seguida, novamente foi realizada a MIC e o sobrenadante
tamponado na concentragdo de 200mg/ml foi submetido a esterilizacéo (127°C por 15min) para
testar a estabilidade térmica dos SISB.

5.6 Avaliacdo da Formacéo de biofilme

No intuito de verificar o grau de inibicdo no biofilme de S. aureus, foi utilizada a técnica
conforme Grossman et al. (2021), com algumas modificagdes. Para um melhor entendimento e
execucdo da técnica, esta foi dividida em trés partes ao longo do experimento, a primeira etapa
consistiu em avaliar o grau de crescimento do biofilme dos S. aureus). Posteriormente foi
avaliado entdo, o desenvolvimento do biofilme em plasmas distintos (plasma humano, plasma
bovino, plasma equino e plasma ovino). Por ultimo, foi feita entdo a analise inibitdria, utilizando

0s sobrenadantes 81 e 286 de L. plantarum em relag&o aos S. aureus.

5.6.1 Desenvolvimento dos biofilmes no plasma humano

Os SAB, SAO, SAM e SAA foram reativadas em caldo BHI incubados a 37°C por 24h.
Em seguida, foram semeadas em placas com Agar Tripticaseina de Soja (TSA) e incubagio a
37°C durante 24h para obter colonias isoladas. Foram considerados os SAB, SAO e SAM, como
tratamentos, SAA como controle positivo e a tripticaseina de soja (TSB) como controle de
controle do meio (CM). Em seguida, as coldnias isoladas foram cultivadas, em uma incubadora
shaker, em caldo tripticaseina de soja (TSB), por 18h a 37°C, na velocidade de 218 RPM.
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Simultaneamente foi preparado microplacas, com 100 L de solugédo de plasma humano a 20%
(em NaCl 0,9%) e armazenados a -20°C por 24h.

Ap0s 18h de incubacéo, os cultivos foram ajustados a densidade dptica (DO) de 0,05
em comprimento de onda de 600 nandémetros. Ap0s esse processo, as placas contendo plasma
humano a 20%, foram retiradas e deixadas em temperatura ambiente por 30 minutos para
descongelar, ap6s o descongelamento, o plasma contido na placa foi descartado. Em seguida,
foi acrescido 100uL de TSB com 3% de NaCl e 0,5% de dextrose em cada orificio da placa, em
triplicata, para em seguida, ser adicionando 100uL do indculo nos pogos. Nos controles, foram
utilizados 200uL de TSB com 3% de NaCl e 0,5% de dextrose e 100uL do indculo das
respectivas bactérias em jungdo a 100uL de TSB com 3% de NaCl e 0,5% de dextrose e
incubadas a 37°C por 24h. Apés cultivo, durante a noite, foi descartado o contetdo dos pogos,
lavados trés vezes com NaCl 0,9%. Apos a remocao do NaCl 0,9%, foi, acrescentando 100uL
de metanol em cada pogo para promover a fixagdo. Ap6s 1 minuto, descartou-se o metanol e
deixou-se secar por 15 minutos. Apds a secagem, foi acrescentado 100uL de cristal violeta a
0,5% em cada um dos pogos para corar as amostras, apds 30 minutos, descartou-se o cristal
violeta e novamente foram lavados os pogos com 200uL de NaCl 0,9% por 3 vezes, removendo
0 excesso no final. Finalmente, acrescentou-se 100uL de etanol em cada pogo, aguardando 45
minutos em temperatura ambiente. Simultaneamente foi preparada uma nova placa com 50uL
de etanol por pogo. Em seguida, foram transferidos 50uL da placa anterior, resultando em um
volume de 100uL e uma diluicdo de 1:2. Para leitura como “branco”, foram utilizados trés
pogos com 100uL de etanol puro. Para concluir foi realizada a leitura em espectrofotbmetro a
570nm de comprimento de onda. O mesmo procedimento foi realizado, avaliando-se os plasmas
de bovino, ovino e equino, todos a 20% em substituicdo do plasma humano a 20%.

5.6.2. Analise inibitdria, utilizando os sobrenadantes 81 e 286 de L. plantarum em relagéo
aos S. aureus

A reativacdo das bactérias se deu de maneira similar a etapa anterior. Ademais foram
incluidos controles com antibidticos (cloranfenicol 0,5mg/ml e gentamicina 2mg/L),
juntamente com S. aureus ATCC 25923. Com as colbnias devidamente isoladas, estas foram
inoculadas em caldo TSB, incubando por 18h em 37°C a 218 RPM em incubadora shaker.
Simultaneamente foi preparada microplaca de poliestireno de 96 pogos com fundo em U, com
100 pL de solugdo de plasma humano e bovino a 20% em NaCl 0,9% e armazenados a -20°C

por 24h. Apos a incubacdo de 18h, os tubos foram homogeneizados em um vortex e ajustados



26

a uma DO de 0,05 em comprimento de onda de 600 nandémetros. Apds esse processo, a placa
foi retirada e deixada em temperatura ambiente por 30 minutos para descongelar, em seguida,
apos descongelamento e descarte do plasma, foi acrescido 100uL. do sobrenadante de L.
plantarum 81 e 286 em cada poco da placa em triplicata, adicionando 100uL do in6culo. Nos
controles, foram utilizados 200uL de TSB com 3% de NaCl e 0,5% de dextrose (CM) e 100uL
da respectiva bactéria em juncéo a 100uL de TSB 3% de NaCl e 0,5% de dextrose, para 0
controle de crescimento bacteriano (CC) sendo incubadas a 37°C por 24h. No outro dia, foi
descartado o conteudo dos pocos, lavados trés vezes com NaCl 0,9%. Apos removido todo o
NaCl 0,9% apds a ultima lavagem, foi acrescentando 100uL de metanol em cada pogo para
promover a fixacdo. Apds 1 minuto, descartou-se o metanol e deixou-se secar por 15 minutos.
Ap0s a secagem, foi acrescentado 100uL de cristal violeta a 0,5% em cada um dos po¢os para
corar as amostras, ap6s 30 minutos, descartou-se o cristal violeta e novamente foram lavados
0s pogos com 200ul. de NaCl 0,9% por trés vezes, removendo o excesso no final. Com NaCL
devidamente removido, acrescentou-se 100uL de etanol em cada orificio, aguardando 45
minutos em temperatura ambiente. Simultaneamente foi preparada uma nova placa com 50uL
de etanol por orificio e apos o tempo estipulado, foram transferidos 50uL da placa anterior,
resultando em um volume de 100pL e uma dilui¢do de 1:2. Para leitura como “branco”, foram
utilizados trés pocos com 100uL de etanol puro. Para concluir foi realizada a leitura em
espectrofotbmetro a 570nm de comprimento de onda.

Considerando que a biomassa do biofilme, é proporcional a densidade dptica, os dados
fornecidos pelas placas através do espectofotdometro, foram planilhados para posterior formacéo
de informagdes importantes como valor de corte da DO, média do controle negativo e desvio
padrdo do controle negativo. Através dessas informacdes foi possivel classificar as bactérias
antes e apds a exposicdo dos sobrenadantes, enquanto ndo produtora, fraca produtora, moderada
produtora ou forte produtora de biofilme Harika et al. (2020). Para o célculo, bem como o0s

parametros para classificacdo a férmula foi a seguinte:

DO.= M.+ (3xSD.)*

DOsom< DO.= Nao produtor
DO.< DOsum< 2 X DO.= Produtor fraco
2 X DO.< DOsom< 4 x DO.= Produtor moderado
4 x DO.< DO = Forte produtor

*DO.: valor de corte da DO, M.: média do controle negativo, SD.: desvio padrdo do controle
negativo.
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5. 7 Andlise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente ao acaso, sendo que a
contagem foi transformada em escala logaritmica e, junto com a absorbancia foram testadas
qguanto a normalidade e homoscedasticidade pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene,
respectivamente. Cumpridos os pressupostos, foi realizada analise de variancia (ANOVA) two-
way e quando ndo cumpridos, pelo Kruskall Wallis. Para verificar diferencas entre as médias,
utilizou-se o teste de Tukey para anova ou Wilcox para Kruskall Wallis Jackson (2000). Para
todos os testes, foi adotado um nivel de significancia de 0,05. As analises foram realizadas com

o software R versao 4.2.1
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6 RESULTADOS

6.1 Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

Pbde-se observar um consideravel grau de inibigdo, tanto na cepa 81 como na 286 de L.
plantarum, até a concentracdo 50 mg/ml quando ndo tamponado e autoclavado. Ademais, foi
possivel visualizar, o funcionamento correto dos grupos controle, bem como, o crescimento

significativo de S. aureus a partir da concentragéo de 25 mg/ml (Figuras 1 e 2).
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Figura 1 — Avaliagdo da inibi¢do da Cepa 81 de L. plantarum em relag&o ao S. aureus, de acordo com a
concentracdo. As colunas estdo dispostas verticalmente de A a H, e horizontalmente de 1 a 12. A coluna
A apresenta 0 CM; Da coluna B até a F foram adicionados 90 ml das concentracGes dos tratamentos
(200 mg/ml, 100 mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml, 12,5 mg/ml, respectivamente) acrescido de 10 ml do
caldo BHI contendo S. aureus (Mcfarland 0,5). Na coluna G esta o controle de crescimento (CC) e no
H o controle de inibigdo (Cl). Da coluna 1 a 12 foram diluidas todas as amostras de 10 a 1072,
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Figura 2 - Avaliacdo da inibicdo da Cepa 286 de L. plantarum em relacdo ao S. aureus, de acordo com
a concentracdo. As colunas estdo dispostas verticalmente de A a H, e horizontalmente de 1 a 12. Da
coluna A até a E, foram adicionados 90 ml das concentragdes dos tratamentos (200 mg/ml, 200 mg/ml,
50 mg/ml, 25 mg/ml, 12,5 mg/ml, respectivamente) acrescido de 10 ml do caldo BHI contendo S. aureus
(Mcfarland 0,5). Na coluna F estd 0 Cl, na G 0 CC, e naH o CM. Da coluna 1 a 12 foram diluidas todas
as amostras de 10 a 102,

Quando os sobrenadantes foram devidamente tamponados (pH 7,30) e autoclavados, foi
observado que efeito inibitorio na concentragdo de concentragdo de 200mg/ml (Figura 3). A
contagem das colbnias através das médias e desvio padrdo de UFC/mI definidas estdo presentes
na (Tabela 2).
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Figura 3 - A cepa 286, com consideravel poder inibitério. Linha A: CM: Controle de meio; Linha B:
CC: Controle de crescimento; Linha C: Cl: Controle de inibi¢do; Linha D: SAA: S. aureus ATTCC
25923; Linha E: SAB: S. aureus bovino; Linha F: SAO: S. aureus ovino; Linha G: SAM: S. aureus
SARM.

Tabela 2 Log das Médias e Desvio Padrdo de UFC/ml das colénias

) . Sobrenadante
Microrganismo
81 286
CM 36,3+0,00" 36,3+0/¢?
SAA 15,6+0,001 0+0AB2
SAB 36,3+0,00"? 20,6+2,19A¢
SAM 35,8+0,50"2 9,30+9,30A¢2
SAO 27,547,258 8,75+8,75/¢

CM: Controle de meio; SAA: S. aureus ATCC 25923; SAB: S. aureus bovino; SAO: S. aureus ovino;
SAM: S.aureus SARM. Letras mailscula iguais ndo diferem pelo teste de Kruskall Wallis nas colunas,
letras mindsculas iguais nao deferem entre si nas linha pelo teste de Tukey.

Foi possivel observar que o isolado 286 apresentou grau de inibicdo maior do que o 81,
mesmo ndo sendo considerado estatisticamente significativo no teste do Kruskall Wallis (Figura
4).
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Figura 4 — Contagem em log de UFC/ml. CM: Controle de meio; SAA: S. aureus ATCC 25923; SAB:
S. aureus bovino; SAO: S. aureus ovino; SAM: S. aureus SARM. A coluna vermelha representa a acéo
do sobrenadante do L. plantarum 81 nos S. aureus e a coluna azul representa a interacéo do sobrenadante
286.

Quando considerados os sobrenadantes isoladamente, o 286 apresentou reducdo das
contagens quando utilizado a concentragdo de 200mg/ml autoclavado e tamponado, sendo
significativa para 0 S. aureus ATCC e 0 CM pelo teste de Tukey. Foi observado reducdo nas

contagens dos outros S. aureus embora néo significativos (Figura 5).
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Figura 5 - Contagem em log de UFC/mI da interacdo do sobrenadante 286 com os diferentes S. aureus.
CM: Controle de meio; SAA: S. aureus ATCC 25923; SAB: S. aureus bovino; SAO: S. aureus ovino;
SAM: S. aureus SARM.

O sobrenadante do isolado 81 néo foi capaz de reduzir significativamente as contagens

dos S. aureus na concentracdo de 200mg/ml autoclavado e tamponado (Figura 6).
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Figura 6 - Contagem em log de UFC/mI da interacdo do sobrenadante 81 com os diferentes S.
aureus. CM: Controle de meio; SAA: S. aureus ATCC 25923; SAB: S. aureus bovino; SAO:
S. aureus ovino; SAM: S. aureus SARM.

6.2 Producdo e inibicdo de biofilme

No que se refere ao desenvolvimento dos biofilmes no plasma humano (Figura 7), foi
possivel obter as médias de crescimento, onde pode-se observar que o controle do meio (CM)
apresentou uma densidade dptica (DO) de 0,080, o S. aureus ATCC (SAA), 0,100, o S. aureus
bovino, superior a 0,140, o S. aureus ovino, superior a 0,080, enquanto o S. aureus resistente a
meticilina (SARM), foi superior a 0,040. Dessa forma, foi possivel observar que o S. aureus
ATCC 25923 foi 0 melhor produtor de biofilme, principalmente em plasma equino e bovino,
embora ndo significativo. Ademais, foi possivel observar que a inibi¢do dos sobrenadantes em

relacdo ao S. aureus ATCC também foi mais intensa em ambos sobrenadantes.
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Tabela 3 Formacéo de biofime nos diferentes plasmas

Microrganismo Plasma
Bovino Equino Humano Ovino

CM 0.07+0.00  0.06+0.00 0.06+0.00 0.06+0.00
CM-PLASMA  0,06+£0,00  0,06+0,00 0,08+0,00 0,05+0,00
E.coli 0,06+0,00  0,06+0,00 0,07+0,00 0,07+0,00
SAA 0,31+0,10  0,24+0,02 0,10+0,01 0,13+0,01
SAB 0,08+0,01  0,10£0,00 0,09+0,00 0,09+0,00
SAO 0,07£0,01  0,09+0,00 0,09+0,01 0,08+0,00
SAM 0,08£0,00  0,11+0,00 0,10+0,00 0,09+0,00

Desenvolvimento dos biofilmes no plasma humano, bovino, ovino e equino. CM: Controle de meio;
SAA: S. aureus ATCC 25923; SAB: S. aureus bovino; SAO: S. aureus ovino; SAM: S.aureus SARM.

0.41
0.31
Plasma
M cv
M cM-PLSMA
i E.coli
002 B s.aureus-ATCC
[ s.aureus-Bov
S.aureus—MRSA
I B s.aureus—Ovi
0.14 = I _I .
0.0 I I I
@ @ @
& & @ &
QOQ\ @09\ ‘2\}6\ O'"\\
Plasma

Figura 7 — Andlise da formacao de biofilme no plasma humano por densidade éptica. CM: Controle de
meio; SAA: S. aureus ATTCC 25923; SAB: S. aureus bovino; SAO: S. aureus ovino; SAM: S.aureus
SARM.
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Dando sequéncia ao ensaio de biofilme o desenvolvimento dos biofilmes no plasma
humano, bovino, ovino e equino foram avaliados (Tabela 3). Confirmou-se que a E. coli ndo é
uma boa formadora de biofilme pois apresentou OD similar ao controle do meio e controle do
meio com plasma. Os S. aureus de mastite bovina, ovina e SARM formaram pouco biofilme,
enquanto SAA, se manteve consideravelmente superior.

Foi feita uma analise diante do sobrenadante da cepa 81 e 286 de L. plantarum, em
relacdo ao plasma humano e bovino (FIGURAS 8 e 9), (TABELAS 4 e 5), nos S. aureus
analisados, bem como de E. coli ATCC 25922, que neste estudo foi considerado como controle
negativo, por ser uma cepa ndo produtora de biofilme Harika et al. (2020). Adicionalmente os
tratamentos foram classificados de acordo com a producéo de biofilme (FIGURAS 10 e 11).
Neste aspecto, estes entdo foram comparados quanto ao seu crescimento no plasma bovino e
humano, além da inibicdo pelos sobrenadantes das cepas 81 e 286 nestes mesmos plasmas.
Adicionalmente foi observado que houve uma queda na classificacdo de fraco produtor para
n&o produtor de biofilme, quando os S. aureus foram expostos aos sobrenadantes.

Tabela 4 Formacdo e inibicdo de biofime em plasma humano

Microrganismo Biofilme

Formagéo S81 S286
E.coli 0,07+0,00 0,04+0,02 0,04+0,03
S.aureus—ATCC 0,10+0,02 0,02+0,01 0,02+0,00
S.aqureus—Bovino 0,09+0,00 0,02+0,01 0,02+0,01
S.aureus—SARM 0,10+0,00 0,02+0,01 0,02+0,00
S.aureus—Ovino 0,09+0,02 0,02+0,01 0,02+0,00

S81: Sobrenadante de L. plantarum 81. S286: Sobrenadante de L. plantarum 286.

Tabela 5 Formacdo e inibicdo de biofime em plasma Bovino

Microrganismo Biofilme

Formacao S81 S286
E.coli 0,06+0,00 0,04+0,04 0,05+0,01
S.aureus—ATCC 0,31+0,17 0,03+0,02 0,03+0,01
S.aqureus—Bovino 0,08+0,01 0,05+0,02 0,03+0,01

S.aureus—-SARM 0,08+0,00 0,02+0,02 0,03%0,01



36

S.aqureus—0Ovino 0,07+0,02 0,03+0,03 0,02+0,02

S81: Sobrenadante de L. plantarum 81. S286: Sobrenadante de L. plantarum 286.
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E.coli S.aureus—ATCC S.aureus—Bov S.aureus—MRSA S.aureus—Ovi

Figura 8 - Formacéo de biofilme e interacdo com os sobrenadantes no plasma humano.
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Figura 9 - Formacéo de biofilme e interacdo com os sobrenadantes no plasma bovino.
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Figura 10 — Andlise da formacéo de biofilme e inibicdo pelos sobrenadantes no plasma humano com as
classificagdes de producao de biofilme.
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Figura 11 — Andlise da formacéo de biofilme e inibicdo pelos sobrenadantes no plasma humano com as

classificagdes de producéo de biofilme.
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7 DISCUSSAO

Foi possivel observar que a concentracdo inibitoria minima dos sobrenadantes de
50mg/ml é capaz de inibir totalmente as col6nias de S. aureus, considerando o sobrenadante,
em seu estado bruto, sem averiguacdo e consequente correcdo do pH, assim como nao
esterilizado por autoclavagem. Estes dados corroboram, de maneira geral, com outros estudos
que averiguaram a capacidade inibitoria de L. plantarum. BOUZAIENE et al., (2024), tiveram
como resultado acdo antibacteriana, antioxidante, prebiotica e antienzimatica de
exopolissacarideos produzidos por L. plantarum. MELO et al., (2016) e SANTOS et al., (2016)
obtiveram uma resposta inibitoria do biofilme e forma vegetativa de S. aureus, por lactobacilos
extraidos do cacau. PISANO et al., (2022), encontraram resultados promissores referentes a
inibicdo de bactérias patogénicas em queijos por lactobacilos. ZHA et al., (2024), identificou
resultados promissores em atividade antifungica do L. plantarum.

Dando sequéncia a avaliacdo inibitoria, utilizou-se o sobrenadante das cepas 81 e 286
de Lactiplantibacillus plantarum, na concentragéo de 100 mg/ml de BHI, com pH em torno de
7,3, nos exemplares de S. aureus. Como resultado, obtivemos o nao sucesso da inibi¢do nessa
concentracdo, sugerindo o aumento da concentracdo para 200 mg/ml, onde foi possivel nessa
nova concentracao, obter em duplicata, sucesso na inibigé&o.

Assim, considera-se que de forma preliminar, que os isolados avaliados neste estudo de
L. plantarum produzem substancias inibitorias semelhantes a bacteriocina, que possuem
atividade inibitoria, termotolerantes, com acdo em S. aureus de mastite bovina e ovina, assim
como ATCC 25923 e resistentes a meticilina, na concentracdo de 200 mg/ml. Esta informacéo
pode ser descrita, em suma, como conclusao das etapas da avaliacdo inibitoria na fase vegetativa
de S. aureus que, o sobrenadante sem correcdo de pH (pH é&cido), consegue inibir na
concentracdo de 50 mg/ml, enquanto que com a devida correcdo do pH para o fisiolégico (7,3)
e autoclavado, obteve inibicdo na concentracdo de 200 mg/ml nas cepas 81 e 286. I1sso em parte,
pode ser atribuido pela auséncia do efeito acidificante do meio contendo o sobrenadante em
relacdo ao S. aureus, ja que, como é sabido, o estresse acido ameaca a atividade e estabilidade
de enzimas essenciais bacterianas, aléem de interferir na respiragdo por conta da alteracdo no
transporte de elétrons, além de significar possiveis causas de desnaturacdo proteica. (ZHOU
2020). Ademais, mediante os resultados apresentados, pode-se confirmar que em termos de
inibicdo, a cepa 286 se mostrou mais eficaz do que a 81.

O presente estudo avaliou inicialmente, o desenvolvimento dos S. aureus, no plasma

humano. Foi possivel observar neste meio, um crescimento mais elevado do S. aureus bovino,
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sendo inovadora essa informacéo, principalmente por superior ao S. aureus ATCC 25923, que
é um potencial formador de biofilme Hiltunen et al. (2019). Apds essa etapa, foi verificado
quais seriam os plasmas aptos a participarem do restante do experimento. Seriam considerados
aptos aqueles plasmas que tivessem um grau satisfatorio de crescimento de biofilme. Nesse
aspecto, o plasma bovino e o humano tiveram um melhor desempenho e regularidade, em
detrimento do plasma ovino e equino, diante das distintas bactérias. Uma ressalva se deu por
conta do plasma equino que, apesar de se comportar, muitas vezes, até melhor que o bovino,
ndo permaneceu no estudo por ndo ter exemplares de S. aureus de mastite equina no estudo,
contudo pelo fato de se ter um crescimento nesta espécie, abre-se um leque de possiveis
investigacdes futuras. A partir deste ponto, foi possivel entdo adicionar a cepa 81 e 286 de L.
plantarum nestas bactérias presentes nos diferentes plasmas, para avaliar o grau de inibicao
destes produtos.

Neste cenario foi possivel observar um baixo crescimento do biofilme de E. coli ATCC
25922, 0 que € esperado por se tratar de uma produtora de fraca a moderada formadora de
biofilme, isso ocorreu tanto no plasma bovino como no humano. O sobrenadante da cepa 81
obteve maior grau de inibicdo do que o 286 no plasma bovino, enquanto no plasma humano as
inibicbes se encontraram equiparadas. Com relacdo ao S. aureus ATCC 25923, no plasma
bovino, houve uma significativa formacao de biofilme, o que é esperado e bastante consideravel
neste exemplar, além de intensa atividade inibitéria de ambos sobrenadantes, enquanto no
plasma humano, o crescimento foi mais discreto, tendo sua influéncia ligada aos sobrenadantes
diretamente proporcional, com um ligeiro predominio de inibi¢do da cepa 81. O S. aureus
bovino, apresentou formagéo de biofilme pouco maior que o da E. coli, assim como o S. aureus
ovino e SARM que apresentaram caracteristicas similares nos diferentes plasmas em termos de
crescimento de biofilme. No plasma bovino, a cepa 286 apresentou vantagem em relacéo a 81,
no que se refere a inibicdo do S. aureus bovino, enquanto no plasma humano o poder inibitério
foi similar nas cepas. Ademais, no plasma humano, ambas cepas tiveram maior grau de inibicéo
no S. aureus bovino. O S. aureus SARM apresentou maior grau de inibicdo da cepa 81, no
plasma bovino, estando iguais os efeitos das cepas no plasma humano. O S. aureus ovino, teve
uma ligeira vantagem do 286 no plasma bovino, estando equiparado com o 81 no plasma
humano. Todas estas informacdes obtidas a partir destes ensaios, podem ser entendidas em
suma, que de maneira geral, no plasma humano, houve uma tendéncia a se igualar o efeito
inibitdrio dos tratamentos, enquanto no plasma bovino, houveram discretas predominancias,

ora do exemplar 81, ora do exemplar 286, variando seu efeito de acordo com a bactéria
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analisada. Com isso, surge uma questdo que podera ser destrinchada em futuros estudos, com
relagdo aos componentes do plasma, bem como, seus efeitos e potencialidades no sobrenadante
do L. plantarum.

Estes dados indicam que os sobrenadantes apresentaram significativa acéo inibitoria no
biofilme dos estafilococos, trazendo informagdes relevantes para a pesquisa, principalmente
por se tratar do proprio plasma bovino no estudo, o que néo foi avaliado em outros estudos que
avaliaram a inibicdo de biofilmes. Tyagi et al. (2024 e Wicahyo et al. (2024). A influéncia do
plasma bovino nesse caso, se tornou pioneira, uma vez que, na literatura s6 temos a disposicao,
pesquisas que avaliem o crescimento e posterior inibigcdo de biofilmes relacionados ao plasma
humano. Na FIGURA 10, pode-se observar a formacao de biofilme, com posterior comparacéo
com o0s sobrenadantes. A imagem superior retrata os diferentes estafilococos e E. coli,
interagindo com o plasma humano somente. Considerando a DO de 570 nanémetros (nm), foi
definida uma escala variando de 0,0 a 0,5 nm, onde através destes dados foi possivel classificar
0s microrganismos com relagdo ao desenvolvimento de biofilme. De maneira geral, todos S.
aureus, inclusive o ATCC 25923 (controle positivo), foram classificados como fracos
produtores de biofilme, enquanto a E. coli (controle negativo), foi classificada como ndo
produtora de biofilme. Essa classificacdo depende de um célculo prévio que estimou a DO de
corte de 0,0711, para ser considerado produtor fraco uma DO de até 0,1421307683, produtor
moderado de até 0,2842615366 e produtor forte mais de 0,284 nm. A exposicdo dos
sobrenadantes seguiu 0s mesmos valores, podendo ser perceptivel a mudanca de categoria dos
estafilococos, sendo reduzidos de fracos produtores para ndo produtores. Harika et al. (2020).

Dando seguimento nas andlises, a FIGURA 11 serve para visualizar a interacdo das
mesmas bactérias mencionadas anteriormente, inclusive com os mesmos controles, contudo
inseridas agora no plasma bovino. Seguindo o mesmo calculo anterior, foram definidos novos
parametros, que se apresentaram similares, com uma diferenca apenas no limite maximo para
ser considerado produtor moderado, que variou de 0,28, na analise anterior, para 0,29 na atual.
A partir disso, o cenario da maioria das bactérias foi parecido com a do plasma humano, porém
com um acentuado crescimento da ATCC 25923, que um crescimento considerado de forte
producdo. Nessa perspectiva, com adigdo dos sobrenadantes, todas bactérias foram rebaixadas
para ndo produtoras, o que se tornou especial neste plasma, pela consideravel inibicdo do
controle positivo, que de forte produtor se tornou ndo produtor de biofilme.

Por conta do seu poder de disperséo, similar ao que acontece em infeccgdes in vivo, o

plasma é um elemento determinante neste experimento, por ser alvo do S. aureus para
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crescimento e formagdo da matriz que compde o biofilme. Essa informagao é importante pelo
fato de que, de maneira in vitro, simular o plasma mais proximo de condi¢fes in vivo, se
tratando de bovinos, bem como um agente patogénico potencial, especialmente em casos de
mastite bovina, podem elucidar um possivel cenario pratico, servindo para validar o uso dos

sobrenadantes como substancias inibidoras de S. aureus causadores de mastite.
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8 CONCLUSAO

As cepas 81 e 286 de L. plantarum, apresentaram efeito inibitério em relacdo a forma
vegetativa e biofilme de S. aureus oriundos de mastite bovina e ovina, SARM e ATCC 25293.
E valido ressaltar que para analise dos biofilmes, foi utilizado plasma humano e bovino,
encontrando resultados similares em ambos, porém com uma resposta mais visivel da inibicdo
do ATCC 25293 por conta do intenso crescimento no plasma bovino. Adicionalmente, pode-se
inferir que se obteve com a concentracdo de 200 mg/ml, um grau de inibicdo in vitro da forma
vegetativa dos S. aureus estudados, quando expostos as cepas 81 e 286 de L. plantarum apos a
correcdo para o pH fisiologico e esterilizacdo, permitindo assim, embasar futuros estudos que

possam avaliar o seu efeito in vivo.
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