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RESUMO

Um dos maiores problemas da atualidade na salde humana é o aparecimento de
resisténcia aos antibidticos, particularmente em meio hospitalar e em doencgas recorrentes
como € o caso de infecOes de Ulceras do pé diabético. A diabetes tem vindo a aumentar na
populacdo mundial e destes doentes, cerca de 5 a 25% apresentam ulceracdo do pé.
Associadas as infegdes do pé diabético encontram-se primordialmente Staphylococcus
aureus, quer estirpes sensiveis a meticilina (MSSA) quer estirpes resistentes (MRSA), estas
Gltimas apresentando resisténcia ao tratamento com os antibioticos comerciais. Este
fendmeno tem levado a procura de alternativas, quer seja pela sintese de novos compostos
antibacterianos, quer seja pela procura de produtos naturais com propriedades
antibacterianas.

Neste contexto, surgiu este trabalho no qual se avaliou o efeito antibacteriano de um
produto comercial, Kéfigel®, formulado a base de compostos naturais (urtiga, lavanda e
gréos de kefir) que tem sido indicado, ainda que empiricamente, como tendo propriedades
antibacterianas. Assim, o potencial bioldgico quer do produto comercial, o Kéfigel®, quer
dos seus principais componentes, foi avaliado em isolados de Gram positivo de Ulceras do
pé diabético, nomeadamente Staphylococcus aureus (MSSA e MRSA). Para tal, utilizaram-
se 0s métodos de difusdo em disco em meio solido, da concentracdo minima inibitoria
(CIMs), concentragdo minima bactericida (CMB) e efeito na taxa especifica de crescimento.

Os resultados mostraram que pelo método de difusdo em disco, apenas 0s extratos
etandlicos de wurtiga e lavanda apresentaram atividade antibacteriana, e esta
maioritariamente bacteriostatica. Estes extratos apresentaram uma eficéacia entre 50 a 100%,
relativamente ao antibidtico gentamicina. Por outro lado, o Kéfigel®, na concentracdo
testada, afetou a taxa especifica de crescimento dos isolados S. aureus, ja que apds poucas
horas de incubacdo o crescimento da maioria dos isolados era inibido, revelando por isso
um efeito bacteriostatico.

Assim, o Kefigel® parece ser um produto natural com um potencial de acdo efetiva
contra S. aureus. O uso deste produto na prevencgdo das infecdes das Ulceras do pé diabético
pode ser de grande utilidade, no entanto mais estudos terdo que ser feitos, nomeadamente
testes com concentra¢fes mais elevadas de Kéfigel® e avaliagdo de efeito sinérgico com

antibioticos.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, resistente a meticilina, bacteriostatico, gel de
Kefir.
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ABSTRACT

Nowadays, concerning human health, one of the main problems is the emergence of
antibiotic resistance, particularly in hospital environment and in recurrent diseases such as
diabetic foot ulcers. Diabetes is increasing in the world's population and about 5 to 25% of
patients have ulceration of the foot. Associated with the diabetic foot infections are
primarily Staphylococcus aureus, methicillin-sensitive strains (MSSA) and methicillin-
resistant strains (MRSA), these last showing several resistances to treatment with traditional
antibiotics. As consequence, there is an increasing for search alternatives, either by
synthesis of new compounds or by the research for natural products with antibacterial
properties.

In this context, this work investigated the antibacterial effect of a commercial product,
Kéfigel ®, composed by natural compounds (nettle, lavender and kefir grains) which has
been indicated, although empirically, as having antibacterial properties. Thus, biological
potential of this commercial product, the Kéfigel ®, and its main components, were
evaluated against Gram-positive isolates collected from diabetic foot ulcers, namely
Staphylococcus aureus (MSSA and MRSA). The disk diffusion in solid medium, minimum
inhibitory concentration (MICs), minimum bactericide concentration (MBC) and effects on
specific growth rate were the methods used in this study.

The results of disk diffusion method showed that only ethanolic extracts of nettle and
lavender has antibacterial activity, which was mainly bacteriostatic. These extracts
presented effectiveness between 50 to 100%, in relation to the antibiotic gentamicin. On the
other hand, the Kéfigel ® affects the specific growth rate of S. aureus isolates, at the
concentration tested, since after a few hours of incubation growth of the majority of isolates
was inhibited, revealing a bacteriostatic effect.

Based on these results, the Kéfigel® seems to be a natural product with a potential
antibacterial activity against S. aureus. The use of this product in the prevention of
infections of diabetic foot ulcers can be very useful. Nevertheless, further studies are
necessary, in particular tests with higher concentrations of Kéfigel ® and synergism studies

with antibiotics.

Keywords: Staphylococcus aureus, methicillin-resistant, bacteriostatic, Kéfir gel.
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RESUMEN

En la actualidad, uno de los problemas principales de la salud humana es el
aparecimiento de la resistencia antibidtica, sobretodo en medio hospitalario y en
enfermedades recurrentes como es el caso de las infecciones de ulceras del pie diabético. La
frecuencia de diabetes estd aumentando en todo el mundo y entre el 5y el 25% de los
pacientes presentan ulceracion del pie. Asociadas a las infecciones del pie diabético se
encuentran principalmente Staphylococcus aureus, tanto estirpes sensibles a la meticilina
(MSSA), como estirpes resistentes (MRSA), estas presentando resistencia al tratamiento
con antibidticos comerciales. Este fendbmeno lleva a la demanda de alternativas, ya sea por
sintesis de nuevos compuestos antibacterianos, o bien por la investigacién de productos
naturales con propiedades antibacterianas.

En este contexto surge este trabajo que pesquisd el efecto antibacteriano de un
producto comercial, Kéfigel®, elaborado con base en compuestos naturales (ortiga,
lavandula y granos de kefir), indicado, aunque de forma empirica, como producto con
propiedades antibacterianas. Asi, el potencial, ya sea del producto comercial Kéfigel®, o
bien de sus principales compuestos, han sido evaluado en aislados Gram positivo de ulceras
del pie diabético, destacadamente Staphylococcus aureus (MSSA e MRSA). Para el efecto,
se usaran metodos de difusion en disco en medio solido, de concentracion minima
inhibitoria (CIMs), de concentracion minima bactericida (CMB) y efecto en la tasa
especifica de crecimiento.

Los resultados muestran que por el método de difusion en disco, los extractos etanolicos
de ortiga y lavandula, fueron los que presentaron actividad antibacteriana, esta mayormente
bacteriostatica. Estos extractos presentaron una eficacia entre el 50 y el 100% en relacion al
antibidtico gentamicina. Al mismo tiempo, el Kéfigel®, en la concentracion testada, afect6
la tasa especifica de crecimiento de los aislados S. aureus ya que, pocas horas pasadas de
incubacion, el crecimiento de gran parte de los aislados fue inhibido, exponiendo asi un
efecto bacteriostatico.

En conclusion, Keéfigel® se presenta como un producto natural con potencial de accién
efectiva contra el S. aureus. El uso de este producto en la prevencion de las infecciones de
ulceras del pie diabético puede que sea de gran utilidad, sin embargo se presentan como
necesarios mas estudios, esencialmente estudios con concentraciones mas elevadas de
Kéfigel® y una evaluacion del efecto sinérgico con antibi6ticos.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, bacteriostatico, gel de
Kéfir.
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A infecdo do pé diabético € uma complicacdo tardia da diabetes mellitus que
quando ndo controlada pode levar a amputacdo. Em Portugal estima-se que possam
ocorrer anualmente cerca de 1 200 amputacdes dos membros inferiores. Assim, a
Direccdo-Geral da Saude conjuntamente com a Sociedade Portuguesa de Diabetologia,
definiram os procedimentos desejaveis que incluem medidas preventivas e se 0
diagnéstico identificar a existéncia de uma lesdo, nomeadamente uma Ulcera, torna-se
prioritario o controlo da infecéo.

As infecGes do pé diabético sdo geralmente de caracter polimicrobiano e dos
patdgenos comumente encontrados salienta-se Staphylococcus aureus, tanto estirpes
sensiveis, como estirpes resistentes a meticilina. A resisténcia ao tratamento com o0s
antibidticos comerciais tem desencadeado a procura de alternativas que incluem a
sintese de novos compostos antibacterianos e/ou a procura de produtos naturais com
propriedades antibacterianas.

Neste contexto, pretende-se avaliar o efeito antibacteriano dum gel natural
Kéfigel® que € comercializado como tendo propriedades antibacterianas, entre outras.
Sdo ainda objetivos deste trabalho avaliar o potencial biolégico dos principais
ingredientes deste produto comercial, como urtiga, lavanda e gréos de kefir, em isolados
de Gram positivo de Ulceras do pé diabético, nomeadamente Staphylococcus aureus.

Especificamente, pretendem-se respostas para as seguintes questoes:
v' O Kéfigel® tem atividade antimicrobiana contra as bactérias de Gram
positivo?
v Quais os componentes do Kéfigel® que tém atividade antimicrobiana?
v Qual a concentragdo minima inibitoria de Kéfigel® / componentes com

acdo antibacteriana?

Dos resultados previstos deste trabalho, pretende-se aferir da utilizacdo do

Kéfigel® como uma medida profilatica das infecdes das Ulceras do pé diabético.

A dissertacdo encontra-se organizada em 5 capitulos. O primeiro capitulo
corresponde a um enquadramento e justificacdo do estudo realizado, aos principais
objetivos propostos e a descricdo geral da organizacdo da tese escrita. No segundo
capitulo apresenta-se uma breve revisdo bibliogréafica, no qual se abordam a constitui¢do
e as propriedades terapéuticas do kefir, as propriedades de extratos de alfazema e de

Efeito do “Kéfigel®” em bactérias isoladas de infegdes do pé diabético 2
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urtiga, bem como se aborda a problematica da diabetes, sendo dada énfase ao pé
diabético. No terceiro capitulo encontram-se referidos os materiais e métodos utilizados
na identificacdo dos isolados bacterianos, na obtencdo dos diferentes extratos e nos
testes de suscetibilidade, bem como na determinacdo das Concentragfes Minimas
Inibitorias e Minima Atividade Bacteriana. No capitulo 4 sdo apresentados os resultados
obtidos e consequente discussdo dos mesmos e no Gltimo capitulo sdo sintetizadas as
principais conclusbes e recomendacdes alcancadas neste estudo. Finalmente apresenta-

se a listagem da bibliografia utilizada para a realizacdo deste trabalho.

Efeito do “Kéfigel®” em bactérias isoladas de infegdes do pé diabético 3
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2.1. Kéfigel® - produto comercial

O Kefigel® (Figura 2.1), também conhecido como gel natural de kefir, integra
uma linha de produtos cosméticos constituidos a base de grdos de kefir destinados a
prevencdo, protecdo e alivio de dores em lesbGes da pele. Segundo os fabricantes, o
Kéfigel® apresenta também algumas propriedades antibacterianas, aparentemente

confirmadas por alguns utilizadores.

Figura 2.1. Gel natural do Kéfigel® cosmético e terapéutico.

Fonte: Este trabalho

Na sua composicdo, o gel natural de Kéfigel® tem, para além de gréos de kefir,
extrato de alfazema e de urtiga. E muito mais que um cosmético pois além de hidratar,
proteger e regenerar a pele, combate fissuras nos pés, problemas de pele, dores
musculares e reumaticas, cdibras, varizes, artroses, articulacdes e pernas cansadas. O gel
do Kéfigel® é totalmente natural, embora registado como cosmético no Infarmed, tem
acdo terapéutica sendo considerado como um anti-inflamatorio e analgésico, mostrando

que pode ser aplicado em queimaduras, varizes, derrames e manchas na pele.

2.1.1. Kefir

Historicamente, o kefir é originario das montanhas do Caucaso e Asia Central,
onde os pastores utilizam os seus grdos desde ha muitos séculos. Existem citacOes
misticas de que seria “um presente do profeta Maomé ao seu povo, para a cura de todos
os males” (Diniz et al., 2003). Estes conhecimentos foram passados de geracdes em

geracOes entre as tribos do Caucaso, sendo considerados uma fonte de riqueza familiar,
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devido as suas propriedades nutritivas e também por se crer que confere longevidade. A
palavra kefir ¢ originaria da palavra turca “keif” que significa “bem-estar” e “bom
sentimento” (Lopitz-Otsoa et al., 2006; Feijo, 2010).

O kefir comecou a ser reconhecido por possuir poderes de cura desde o inicio do
século XVIII (Lopitz-Otsoa et al., 2006), sobretudo no império Russo, mas s6 no final
do século XIX é que a bebida iniciou a sua popularizacdo para fora da Russia (Zolini et
al., 2006). Esta bebida apresenta um sabor levemente acido, alcodlico, textura um pouco
espessa e € constituida por uma mistura de leveduras e bactérias encapsuladas numa
matriz de polissacarideos e proteinas, o pH varia de 4,2 a 5,5, dependendo do tempo de
fermentagdo (Diniz et al., 2003; Amores et al., 2004; Schneedorf e Anfiteatro, 2004;
Zolini et al., 2006). Os gréos de kefir, colonias de bactérias acido-lacticas (LAB) e
leveduras, apresentam estruturas parecidas com a flor da couve-flor (Figura 2.2), com
dimensdes de 3 a 20 mm (Diniz et al., 2003; Feij6, 2010). O melhor meio para a
producéo de kefir é o leite desnatado, porque o nimero de bactérias LAB aumenta com

menores niveis de gordura e com uma temperatura de 22°C (Feijo, 2010).

Figura 2.2. Gréos de kefir

Fonte: Este trabalho

O consumo de kefir ao longo destes anos tem mostrado que 0S Seus
microrganismos ndo sdo patogénicos (Zolini et al., 2006). De facto, o kefir é um
exemplo de um probidtico porque os microrganismos ingeridos com o produto chegam
Vivos ao intestino, sendo capazes de suportar as condicdes severas deste, incluindo o pH
extremo do estdbmago, a acdo da bilis e das enzimas digestivas (Lee e Salminen, 1995;
Otes e Caginidi, 2003; Rodrigues et al., 2005; Feijd, 2010). Segundo diferentes autores,
0s probidticos podem prevenir ou mesmo tratar uma serie de doencgas, tais como

sindrome do intestino irritavel, infe¢des fungicas e doenca de Crohn. Salminen et al.,
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(1999) propos a seguinte defini¢do para probioticos: “Probiodticos sdo preparagdes de

células microbianas ou componentes de células microbianas que tém efeitos benéficos

para a saude e bem-estar do hospedeiro”. Um probidtico melhora uma das trés fungoes

principais da microbiota gastrointestinal quando ingerido por hospedeiros humanos

(Martins et al., 2005): resisténcia a colonizagdo, imunomodulacdo ou contribuicdo

nutricional.

2.1.1.1.Propriedades terapéuticas

O kefir apresenta uma variedade enorme de propriedades terapéuticas que

incluem protecdo contra microrganismos, atividade anti-inflamatéria, atividade

antitumoral, entre outras. Em seguida estdo descritas algumas dessas propriedades,

de acordo com diferentes estudos:

Reducdo dos efeitos de intolerancia a lactose: esta propriedade deve-se as
enzimas presentes nos graos de kefir que apresentam atividade -galactosidade,
mesmo apos 0 consumo (Alm, 1982; De-Vrese et al., 2001; Diniz et al., 2003).
Imunomodulacdo: esta propriedade foi comprovada através de estudos efetuados
por Thoreux e Schmucker (2001) quando alimentaram ratos com kefir e
observaram uma resposta do sistema imunitario aumentada. O kefir, como
outros probioéticos, exerce um efeito adjuvante sobre o sistema das mucosas,
provavelmente devido a acdo de componentes da parede celular bacteriana.
(Saloff-Coste, 1998; Diniz et al., 2003; Farnworth, 2006).

Balanco da microbiota intestinal: o kefir estd associado a diminui¢do da
ocorréncia de doengas como obstipacdo, hemorroides, diverticulares e cancro
colon-rectal (Orlova et al., 1980; Diniz et al., 2003; Feijo, 2010). Ao nivel das
funcbes digestivas o kefir comeca logo a atuar na fase inicial de mastigacao,
onde restaura o fluxo de segregacdo de saliva e melhora a concentracdo de
eletrolitos e proteinas para ajudar a engolir o bolo alimentar (Kneifel, 1992); na
fase gastrica regula o esvaziamento, evita a sensacdo de digestdo lenta ou
mesmo indigestdo (Blanc, 1984) e na fase intestinal ativa 0 pancreas e vias
biliares, estimulando assim 0s microrganismos presentes no intestino. Promove
acles enzimaticas, regula hormonas e a absorcdo de minerais como o calcio
(Rollan, 1991).
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e Atividade antitumoral: os estudos de Kubo et al., 1992 e Diniz et al., 2003
realizados em ratos revelaram que os polissacarideos solUveis em agua, isolados
a partir do kefir, tanto oral, como por via intra-peritoneal, foram capazes de
inibir o crescimento do carcinoma de Ehrlich ou Sarcoma 180,
comparativamente ao controlo. Além disso, sabe-se hoje que o kefir pode inibir
o crescimento de algumas células cancerosas e prevenir certos tipos de cancro,
como cancro célon-rectal, cancro da mama, bem como reduzir o tamanho de
alguns tumores (Chen et al., 2007).

e Atividade antibacteriana: foi estudada por vérios autores (Pool-Zobel et al.,
1993; Zacconi et al., 1995; Ota, 1999; Diniz et al., 2003; Feijo, 2010). Garrote e
colaboradores (2000), testou a atividade inibidora de sobrenadante de leite de
vaca fermentado com grdos de kefir, contra bactérias Gram positivo e Gram
negativo e concluiram que os &cidos organicos produzidos durante a
fermentacdo do kefir tém importantes propriedades bacteriostaticas, mesmo na
fase inicial da fermentacdo do leite. Um estudo posterior (Ylksekdag et al.,
2004) mostrou que todas as estirpes de Lactococcus isoladas de kefir foram
capazes de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus. Os estudos de Otes e
Cagindi (2003) mostraram que o kefir apresenta atividade antibacteriana “in
Vivo” contra uma variedade de bactérias Gram positivo (ex: Staphylococcus spp,
Bacillus subtilis), Gram negativo (ex: Escherichia coli, Salmonella) e contra
alguns fungos (ex: Candida albicans).

e Atividade cicatrizante: foi testa por Rodrigues et al., (2005) com utilizacdo de
uma pomada a base de kefir, em ratos com ferida infetada por Staphylococcus
aureus, verificando uma maior cicatrizagéo (mais de 70%) comparativamente a
uma pomada comercial a base de neomicina-clostebol.

e Relaxante e calmante: o estudo de Lopitz-Otsoa et al., (2006) refere que o0s
aminoacidos e os minerais presentes no kefir tém acdo relaxante e calmante

sobre o sistema nervoso.

Vérios estudos referem que o Kkefir tem acdo contra géneros considerados
potencialmente patogenicos como Salmonella, Helicobacter, Shigella, Staphylococcus e
as especies, Escherichia coli (Schneedorft e Anfiteatro, 2004), Enterobacter aerogenes,

Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus (Know et al., 2003), Listeria
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monocytogenes, Streptococcus pyogenes e fungos como por exemplo Candida albicans
(Rodrigues et al., 2005).

O kefir contém também substancias que demonstram eficacia na reducdo de
radicais livres de oxigénio (ROS), tais como o tocoferol, o retinol, o cobre, 0 zinco e a
glutationa (Bermond, 1991; Tison, 1992).

2.1.1.2. Composicao dos graos de kefir

O kefir é uma suspensdo de microrganismos simbiontes formado por um grande
namero de estripes de bactérias LAB e de leveduras, ambos encapsulados huma matriz
polissacaridea e proteinas (Diniz et al., 2003). Apresenta uma consisténcia gelatinosa,
irregular e esfarela-se com facilidade se pressionado (La Rivieré et al.,1967). O kefir
possui aproximadamente 13% de proteinas, 24% de fragmentos celulares,
polissacarideos e lipidos (Schneedorf e Anfiteatro, 2004). Além de bactérias e
leveduras, é rico em aminoacidos, enzimas, vitaminas e minerais. Destes ultimos,
especialmente célcio, fésforo, magnésio, vitamina B2 e B12, vitamina K, vitamina A,
vitamina D e vitamina E (Gaware et al., 2011).

Uma vasta variedade de diferentes espécies de organismos, compreendendo
leveduras e bactérias, tem sido isoladas e identificadas. Segundo Feijé (2010) algumas
das bactérias e leveduras que constituem o kefir sdo: Lactococcus lactis subsp lactis;
Lactococcus lactis subsp cremoris; Lactococcus lactis subsp diacetylactis; Leuconostoc
mesenteroides subsp cremoris; Lactobacillus kefir; Kluyveromyces marxianus var
marxianus e Saccharomyces unisporus. Os géneros bacterianos mais relevantes da
microbiota sdo: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Acetobacter e Streptococcus
e a nivel de leveduras: Kluyveromyces, Candida, Sacchamoryces e Torula (Schneedorf
e Anfiteatro, 2004).

A nomenclatura taxonémica das espécies de leveduras e bactérias que compdem
o kefir tem variado juntamente com os avangos nos métodos de classificacdo
taxondmica. De acordo com Halle et al., (1994) os lactobacilos predominantes no kefir
sdo Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. plantarum e L. kefiranofaciens, responsaveis por 20% dos lactobacilos,
sendo que os restantes 80% sdo Lactobacillus kefirini. As leveduras predominantes séo
Saccharomyces cerevisiae, S. unisporus, Candida kefir e Kluyveromyces marxianus

subsp. marxianus.
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Uma descri¢cdo completa de leveduras e bactérias, presentes nos graos de kefir,
por diferentes autores encontram-se nas tabelas 2.1 e 2.2, respetivamente. Nas figuras
2.3 e 2.4 mostram-se microscopicamente os grdos de kefir e algumas leveduras

constituintes dos graos de kefir, respetivamente.

Legenda: A: 30x; B. 100; C. 1800x; D. 3600x; E.4800x; F. 8600x
Fonte: Lopitz-Otsoa et al., (2006)

- lpm

Figura 2.4. Diferentes leveduras constituintes dos gréos de kefir.
Fonte: Lopitz-Otsoa et al., (2006)
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Tabela 2.1. Microbiota fangica isolada de gréos de kefir.

Nomenclatura atual

Nomenclatura anterior

Autores

Dekkera anomala / Brettanomyces anamalus

Torulaspora delbrueckii
Candida friedrichii
Candida humulis

Saccharomyces exigus
Candida inconspicua
Kluyveromyces marxianus/ Candida kefyr

Pichia fermentans/ Candida firmetaria

Issatchenkia orientalis/ Candida krusei

Candida maris

Cryptococcus humicolus

Debaryomyces hanseii/ Candida famata
Debaryomyces (Schwanniomyces) occidentalis
Galactomyces geotrichum/ Galactomyces candidum

Kluyveromyces lactis var lactis

Kluyveromyces lodderae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces pastorianus

Saccharomyces unisporus

Yarrowia lipolytica/ Candida lipolytica
Zygosacharomyces rouxii
Saccharomyces turicensis

Saccharomyces delbruechii; Candida colliculosa

Torulopsis holmii; Candida holmii

Kluyveromyces marxianus var. marxisnus

Candida lambica

Kluyveromyces lactis; Kluyveromyces marxianus var.
Lactis

Saccharomyces carlsbergensis

Angelo et al., 1993; Pintado et al., 1996; Wyder et al.,
1997; Loretan et al., 2003

Wyder et al., 1997
Angelo et al., 1993
Kumura et al., 2004

Engel et al., 1986; lwasawa et al., 1982; Angelo et al.,
1993; Marquina et al., 2002; Rosi, 1978

Simova et al., 2002

Wyder et al., 1997; Marquina et al., 2002; Know et al.,
2003

Rohm et al.,1992; Witthuhn et al., 2005
Witthuhn et al., 2005

Simova et al., 2002

Witthuhn et al., 2005

Loretan et al., 2003; Kumura et al., 2004
Kumura et al., 2004

Pintado et al., 1996; Witthuhn et al., 2005

Angelo et al., 1993; Marquina et al., 2002; Simova et
al., 2002

Kumura et al., 2004
Rosi, 1978; Angelo et al., 1993; Marquina et al., 2002;

Koroleva, 1988

Wyder et al., 1997; Marquina et al., 2002; Loretan et
al., 2003

Kumura et al., 2004
Loretan et al., 2003; Witthuhn et al., 2005
Wyder et al., 1999

Fonte: Adaptado de Lopitz-Otsoa et al., (2006).
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Tabela 2.2. Microbiota bacteriana isolada de gréos de kefir

Nomenclatura atual Nomenclatura anterior Autores

Lactobacilli

Lactobacillus acidophilus Angelo et al., 1993

Lactobacillus brevis Otogalli et al., 1973; Simova et al., 2002

Lactobacillus casei subsp. casei Lactobacillus casei Angelo et al., 1993

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum Simova et al., 2002

Lactobacillus fermentum Witthuhn et al., 2005

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus Simova et al., 2002

Lactobacillus helveticus Lin etal., 1999; Simova et al., 2002

Lactobacillus kefiri Garrote et al., 2001; Garrote et al., 2004

Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens Lactobacillus kefiranofaciens Yokoi et al., 1990; Mitsue et al., 1999

Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum Lactobacillus kefirgranum Takiwaza et al., 1994

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis Lactobacillus lactis Know et al., 2003

Lactobacillus parakefiri Takiwaza et al., 1994; Garrote et al., 2004

Lactobacillus plantarum Garrote et al., 2001; Witthuhn et al., 2005
Outras bactérias

Lactococcus lactis subsp. cremoris Lactococcus cremoris/ Streptococcus cremoris Yuksekdag et al., 2004

Lactococcus lactis subsp. lactis Lactococcus lactis/ Streptococcus lactis ;a;lr.(’)tgot(e)tsal., 2001; Yuksekdag et al., 2004; Witthuhn

Streptococcus thermophilus Simova et al., 2002; Yuksekdag et al., 2004

Enterococcus durans Yuksekdag et al., 2004

Leuconostoc. mesenteroides subsp. cremoris Witthuhn et al., 2005

Leuconostoc. mesenteroides subsp. mesenteroides Witthuhn et al., 2005

Acetobacter aceti Angelo et al., 1993

Fonte: Adaptado de Lopitz-Otsoa et al., (2006).
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Pela andlise destes dados pode-se concluir que a microbiota do kefir parece
diferir em funcdo dos estudos realizados por diferentes autores, embora algumas
especies relatadas estejam sempre presentes. Estas diferencas podem ser devidas a
diferentes lotes de kefir, a diferentes fontes de leite e também ao periodo de tempo de
cultivo do kefir. Acresce ainda que a microbiota do mesmo lote de gréos de kefir pode
ser alterada durante diferentes estacfes climéaticas e ainda devido as condi¢Bes da

cultura.

2.1.2. Extratos

Os extratos utilizados na preparacdo comercial do gel cosmético e terapéutico a
base de kefir, sdo extratos de alfazema e de urtiga.

A alfazema é um arbusto pertencente ao género Lavandula da familia das
Lamiaceae, sendo o0s seus extratos utilizados na industria de perfumes, alimentos e
farmacéutica (Figura 2.5). O 6leo essencial de alfazema, é composto por monoterpenos
principalmente linalol e acetato de linalol (Gongalves e Romano, 2012). A alfazema
produz ainda metabolitos ativos como fitoesterois, acidos fendlicos e flavondides, que
agem como antioxidantes (Costa et al., 2012). A esséncia da alfazema tem sido utilizada
para estimular o sono (Field et al., 2008), para reduzir a ansiedade (Kritsidima et al.,
2009; Dobetsberger e Buchbauer, 2011) e ainda como anticolinesterasico,

antimicrobiano e antioxidante (Costa et al., 2012).

Figura 2.5. Alfazema (Lavandula angustifolia Mill)
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O trabalho de Moon e colaboradores (2006) refere que a alfazema tem
propriedades antibacterianas sobre uma vasta gama de bactérias, como por exemplo
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Citrobacter freundii, Proteus vulgaris,
Escherichia coli. De acordo com Cavanagh e Wilkinson (2002), os 6leos essenciais de
alfazema também tém sido muito valorizados por possuir atividade antibacteriana,
antifungica, antidepressiva, carminativo e propriedades sedativas e ainda por ser eficaz
contra queimaduras e picadas de insetos.

A urtiga € uma planta perene, pertencente ao género Urtica da familia das
Urticacea (Figura 2.6). O extrato de urtiga, tem propriedades antioxidantes devido a
presenca de flavonoides, carotendides e fitoesterois (Sebranek et al., 2005; Karabacak e
Bozkurt, 2008). Segundo Aksu e Kaya (2004) e Karabacak e Bozkurt (2008), os
extratos de urtiga tém efeito benéfico em doencas como a diabetes, inflamacéo
hemorroida, eczema, anemia, reumatismo e cancro da prdstata, sendo que as folhas

contém a-tocoferol, riboflavina, ferro, zinco, célcio, fésforo e potéssio.

- & kY
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Figura 2.6. Urtiga (Urtica dioica L).

Fonte: http://kemanahealing.com/herbalism

A atividade microbiana foi verificada com extratos aquosos das partes aéreas da
urtiga por Gilgin e colaboradores (2004) contra Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Candida
albicans, entre outros, sendo também mostrado no mesmo estudo atividade analgésica.
Sabe-se ainda que a urtiga tem um efeito hipertensor, diurético, anti-inflamatorio,

antirreumatico e cardiovascular (Riehemann et al., 1999; Tahri et al., 2000).
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Na tabela 2.3 s&o apresentados alguns dos principais compostos e propriedades

terapéuticas, presentes em extratos, destes dois tipos de plantas.

Tabela 2.3. Composicao e principais propriedades terapéuticas dos extratos dos 6leos

essenciais de alfazema e urtiga.

Planta Compostos quimicos Propriedades terapéuticas
Acetato de linalol, &cido Sedativo; Desinfetante;
rosmarinico, canfora, cineol, Antisséptico; Anti-inflamatdrio

Alfazema ) . . . . o .
cumarina, fitosterdis, flavondides, Antifungico; Antimicrobiano;
geraniol, limoneno, linalal, Carminativo; Cicatrizante
principios amargos e taninos Antiespasmddico; Analgésico

Acidos gordos, cidos triteroenicos, o ) o
] o . Anti-inflamatoria; Antioxidante;
) fitoesterois livres, lectina, o L ]
Urtiga ) . . Anti-radicalar; Antiproliferativo;
polissacarideos, flavonoides, o
] o Diurético; Tratamento de artroses,
carotenoides, sais minerais, ) N
] o artrites e problemas reumaticos.
mucilagens, provitamina A,

Fonte: Adaptado de Cunha et al. (2010, 2012).

2.2. Diabetes

A diabetes € considerada um dos principais problemas mundiais de saude publica,
devido a elevada prevaléncia, incapacitacdo e mortalidade precoce, bem como dos
elevados custos no seu tratamento e controlo (Carvalho et al., 2004; Brasileiro et al.,
2005; Pitta et al., 2011; Al Benwan et al., 2012; Mendes et al., 2012; WHO, 2012).

Vérios estudos tém demonstrado um aumento da incidéncia de diabetes. A diabetes
afeta aproximadamente 12% dos adultos, sendo que estes apresentam idades entre os 40
e 0s 74 anos; na classe jovem observou-se que 30 a 33 % dos casos diagnosticados
ocorreram em jovens de aproximadamente 13 anos de idade (Green et al., 2002). Em
2011, a prevaléncia de diabéticos em Portugal rondava os 12,7% sendo que estava
compreendido entre 0s 20 e os 79 anos de idade e a maior incidéncia era encontrada nos
homens, entre 0s 60 e 0s 79 anos (Gardete Correia et al., 2012).

Estudos realizados mostraram que em 1995 existiam 135 milhdes de diabéticos e
as projecOes indicam que em 2025 deverd ser aproximadamente de 300 milhdes,

principalmente nos paises em desenvolvimento (WHO, 2012). De acordo com Gardete
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Correia e colaboradores (2013) estima-se que em 2030 o numero de pessoas com
Diabetes no mundo atinja os 552 milhdes, o que representa um aumento de 49% da
populacéo atingida pela doenca.

Portugal posiciona-se entre 0s paises Europeus que registam uma das mais
elevadas taxa de prevaléncia da diabetes. Nos ultimos 10 anos a taxa de prevaléncia de
diabetes aumentou em 80% (Boavida et al., 2012). Em Portugal calcula-se que existam
991 mil pessoas com diabetes, aumentando esta situacdo com a idade em ambos os
sexos, isto segundo a Associacdo Protetora dos Diabéticos de Portugal

(http://www.apdp.pt/) e Boavida et al., 2012. A taxa de incidéncia de diabetes tem

aumentado em média em Portugal cerca de 10% por ano desde 2000, sendo que na
classe jovem (0 aos 19) a diabetes tipo | apenas tem crescido em média 0,14% neste
ultimos anos. Na diabetes gestacional, a prevaléncia em Portugal continental em 2011,
foi de 4,9% da populacéo parturiente (que utilizou o Servi¢o Nacional de Salde durante
esse ano), registando um acréscimo significativo nos Ultimos trés anos
comparativamente ao periodo anterior. Em 2005 e 2006 a taxa de prevaléncia era de
3,4%, nos 2 anos seguintes baixou para 3,3, sendo que a partir de 2009 tem aumentando
razoavelmente, apresentando valores de 3,9 para o ano de 2009, 4,4 para o0 ano de 2010
e 4,9 para o ano de 2011 (Gardete Correia et al, 2012).

Diabetes mellitus, conhecida como vulgar diabetes, é um distirbio metabolico
cronico resultante de uma deficiente capacidade da utilizacdo de glicose. Este disturbio
esta relacionado com diferentes graus de dificuldade em érgdos fundamentais para a
manutencdo da vida, uma vez que a glicose é a fonte de energia metabdlica (Albarran,
2001; Kuzuya et al., 2002; Palma Gamiz et al., 2004; Ahmed e Goldstein, 2006;
Heydari et al., 2010; WHO, 2012).

A diabetes inicialmente foi classificada em diabetes Tipo 1 ou insulino-dependente
e diabetes Tipo 2 ou insulino-independente (Brasileiro et al., 2005; Ahmed e Goldstein,
2006; Heydari et al., 2010). Posteriormente os critérios de diagnostico foram alterados,
pois surgiram fatores genéticos e ambientais que influenciam o desenvolvimento da
diabetes, bem como o efeito de algumas drogas e agentes infeciosos, ndo esquecendo
ainda as condicbes pancreaticas, entre outras (Buse et al., 2003). Atualmente s&o
considerados 4 tipos clinicos para a diabetes mellitus, conforme referido na tabela 2.4.
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Tabela 2.4. Classificacdo da diabetes mellitus.

Tipo de diabetes Caracterizacéo

) ) Deficiéncia/falta de producdo de insulina, tendéncia para a cetoacidose e
Diabetes Tipo 1 o o 3 )
dependéncia absoluta de insulina para a manutencdo da vida

Resisténcia a insulina; verifica-se relativa deficiéncia de insulina e funcéo das
Diabetes Tipo 2 células-p pancreaticas prejudicada; utilizagdo ineficaz de insulina; pacientes

podem parecer assintomaticos durante anos devido & resisténcia da insulina.

Hiperglicemia, ou elevados niveis de aglcar no sangue, que aparecem pela
Diabetes Gestacional primeira vez, ou foi reconhecido, durante a gravidez. A tolerdncia aos
hidratos de carbono geralmente regressa ao normal ap6s o parto.

Defeitos genéticos que alteram a funcédo das células-p pancreaticas ou a agdo
) . da insulina; endocrinopatias; patologias do pancreas exocrino; efeitos de

Outros tipos especificos ] L ) .
drogas ou farmacos; infecGes; formas raras de diabetes autoimunes; outros

sindromes genéticos associados a diabetes

Fonte: Adaptado de Kuzuya et al., (2002), Ahmed e Goldstein (2006), Silva et al., (2009), Sacks et al.,
(2011) e WHO (2012).

2.2.1. Pédiabético

As complicagbes cronicas dos diabéticos sdo bastantes, nomeadamente o pé
diabético, sendo este um estado fisiopatolégico multifacetado, onde as caracteristicas
comuns sdo as lesdes nos pés das pessoas com diabetes. Dos pacientes com diabetes,
cerca de 5 a 25% apresentam ulceracdo do pé (Elefteriadou et al., 2010). Como
consequéncia, a causa mais comum para os diabéticos serem atendidos nos servigos
ambulatérios € o pé diabético, resultando muitas vezes em internamento por longos
periodos de tempo, sendo que parte destes pacientes que ronda os 10 a 30%, nao
conseguem a cura da Ulcera e avangam para amputacdo (Rathur e Boulton, 2007; Pinto
et al., 2008; Elefteriadou et al., 2010; Tan et al., 2011; Lipsky et al., 2012).

A sindrome do pé diabético é caracterizada por Ulceras do pé associadas a
neuropatias com diferentes graus de isquemia e infecdo (Boulton, 2002; Lipsky, 2004;
Brasileiro et al., 2005; Veves et al., 2006; Rathur e Boulton, 2007; Boulton, 2008; Pinto
et al., 2008) e as lesdes normalmente resultam de traumas gerados por falhas no
processo de cicatrizacdo (Ochoa-Vigo e Pace, 2005; Veves et al., 2006; Boulton, 2008;
Pitta et al., 2011; Benwan et al., 2012; Lipsky et al., 2012; Mendes et al., 2012). As

Ulceras sdo caracterizadas por lesfes cutdneas onde existe perda de epitélio, podendo
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atingir a derme ou até mesmo os tecidos mais profundos, envolvendo ossos e musculos
(Ochoa-Vigo e Pace, 2005; Veves et al., 2006; Rathur e Boulton, 2007; Tan et al.,
2011).

O risco destas complicacbes depende de vérios fatores, sendo eles: a idade, a
obesidade, a hipertensdo arterial, o alcoolismo, o tabagismo, a genética e o tipo de
diagnéstico efetuado que irdo influenciar a formacdo e desenvolvimento da Ulcera,
infecdo e gangrena, podendo chegar mesmo a uma amputacdo quando ndo ha tratamento
precoce, ou o tratamento nao é eficaz (Milman et al., 2001; Ochoa-Vigo e Pace, 2005;
Veves et al., 2006).

2.2.2. Microbiota: tlceras do pé diabético

Varios estudos referem que as infe¢des das Ulceras do pé diabético sdo a segunda
causa mais comum para a amputacdo (Rathur e Boulton, 2007; Elefteriadou et al.,
2010). A infecdo pode ser monomicrobiana ou polimicrobiana (Tabela 2.5), ocorrendo
em 60 a 80% dos pacientes (Rocha et al., 2002; Powlson e Coll, 2010; Al Benwan et
al., 2012). Em pacientes hospitalizados, a infe¢do é grave e normalmente é causada por
3-5 espécies de bactérias, tanto aerdbias como anaerdbias (Carvalho et al., 2004;
Lipsky, 2004; Veves et al., 2006; Elefteriadou et al., 2010; Powlson e Coll, 2010;
Benwan et al., 2012; Lipsky et al., 2012; Mendes et al., 2012). No entanto, nas infe¢des
do pé diabético temos como bactéria mais relevante estirpes de Staphylococcus aureus,

sendo isolada de 60% de todas as Ulceras infetadas.

Tabela 2.5. Tipo de infecdo, sintomas e agente mais frequentemente associado a ulceras
do pé diabético.

Infecdo Manifestaces clinicas Agentes

Superficial e limitada em tamanho e .
] 3 Cocos Gram positivos: Staphylococcus
Leve profundidade; Ulcera rasa; Bom controlo
L aureus e Streptococcus spp.
glicémico.

Mais profundo ou mais extensiva; o ) »
o Polimicrobiana: Cocos Gram positivos
Acompanhada de sinais sistémicos ou . . .
Moderada e . . . anaerobios (Bacteroides fragilis) e
perturbagdes metabdlicas; Suspeita de ) ) o
Grave L . Bacilos Gram negativos (Escherichia
infecdo profunda; Isquemia; Mau ) )
L coli, Enterobacter, Citrobacter)
controlo glicémico

Fonte: Adaptado de Rocha et al., (2002) e Lipsky et al., (2012).
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O aparecimento e a propagacdo de microrganismos com multirresisténcia aos
antimicrobianos ocorre, tanto no ambiente hospitalar, como na comunidade. Estudos
confirmam que 76% dos pacientes com diabetes ndo hospitalizados com Ulceras
infetadas apresentam Staphylococcus aureus, incluindo estirpes de S. aureus resistentes
a meticilina (MRSA) em 20% dos casos (Carvalho et al., 2004; Veves et al., 2006;
Linday, 2008; Powlson e Coll, 2010). A frequéncia de estirpes de S. aureus resistente a
meticilina, isoladas de Ulceras de pé diabético tem mostrado ser uma grande ameaca a
salde, quer em ambiente hospitalar, quer noutro ambiente ndo hospitalar (Eleftheriadou
etal., 2010).

2.2.2.1. Género Staphylococcus

O género Staphylococcus apresenta-se com uma morfologia de cocos em cacho,
e pertencem a familia Micrococcaceae. Estas bactérias sdo cocos Gram positivos que
apresentam 0,5 a 1,5 um de didmetro, imdveis, capsulados e ndo esporulados. S&o
anaerobios facultativos, catalase positiva e produzem &cidos pela degradacao da glicose,
tanto em condicBes aerdbias como anaerdbias. Necessitam de um meio rico em sddio
(10%) e de temperaturas elevadas, 18 a 40°C, para se multiplicarem (Shimeld, 1999;
Ferreira e Sousa, 2000; Lund et al., 2000; Lipsky et al., 2012).

Os estafilococos formam coldnias redondas com didmetro de 2 a 3 mm,
brilhantes, lisas e opacas com uma cor que pode variar do branco a amarelo dourado ou
alaranjado. Uma vez que toleram elevado teor de cloreto de sédio (NaCl) a incorporacgéo
deste em meios de cultura é uma pratica corrente quando se pretende obter meios
seletivos para o isolamento de estafilococos onde existem populacfes bacterianas mistas
(Ferreira e Sousa, 2000; Lund et al., 2000).

S&o bactérias que vivem numa relagdo de comensalismo ou mutualismo com o
Homem. Um elevado nimero de espécies fazem parte da microbiota natural da pele e
mucosas, sendo que as espécies S. aureus e S. epidermidis existem em elevada
quantidade na microbiota comensal humana, a primeira com expressdo mais relevante
na mucosa nasal e a segunda em toda a pele.

Staphylococcus aureus € um microrganismo com capacidade de troca de
informacdo genética com outras espécies de bactérias, o que Ihe permite a passagem do
fendtipo “sensivel” para “resistente” por aquisicdo de genes de resisténcia localizados

em elementos genéticos moveis. E considerado um microrganismo patogénico com
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bastante relevancia em ambiente hospitalar, apresentando resisténcia a varios grupos de
antibioticos (Veves et al., 2006).

2.2.3. Opcoes terapéuticas no tratamento do pé diabético

O tratamento do pé diabético tem como objetivo o desbridamento de areas
desvitalizadas e calos, realizacdo de curativos com frequéncia e alivio da pressdo
exercida sobre as zonas ulceradas (Rocha et al., 2002; Brasileiro et al., 2005; Veves et
al., 2006; Benwan et al., 2012; Lipsky et al., 2012). O controlo da infecdo é crucial,
sendo por vezes necessario comecar rapidamente o tratamento via antimicrobianos de
largo espectro, enguanto se espera pelos resultados da cultura e do respetivo
antibiograma (Rocha et al., 2002; Brasileiro et al., 2005; Veves et al., 2006; Rathur e
Boulton, 2007; Lipsky et al., 2012). As infe¢des bacterianas podem aumentar o risco de
desenvolver a sindrome do pé diabético. A identificacdo de espécies é de grande
importancia em procedimentos epidemioldgicos para indicacdo adequada de antibidticos
a aplicar. A terapéutica escolhida tem que ter em conta o tempo de evolucdo e a
gravidade da Ulcera, sendo que pode ser considerada leve, moderada ou grave. Para cada
tipo de infecdo deve ser utilizado um grupo de antibidticos especificos (Sader e
Durazzo, 2003).

As infecbes leves sd@o normalmente causadas por Staphylococcus e
Streptococcus, sendo que as principais opgoes terapéuticas seriam uma cefalosporina de
segunda geracdo (ex. cefuroxima, cefoxitina). Podem ainda ser utilizadas outras opc¢des
terapéuticas que incluem a amoxicilina associada a inibidores de beta-lactamases (ex.
acido clavulanico) e clindamicina, sendo que estas terapéuticas estdo mais indicadas
para infecOes moderadas, que normalmente estdo associadas a presenca de cocos Gram
positivo (Staphylococcus e Streptococcus) e bacilos Gram negativos aerébios (E. coli,
Enterobacter). De realcar que podem ser dividas em: (i) infecGes onde é possivel o
tratamento ambulatério e (ii) infe¢des com necessidade de internamento hospitalar. As
terapéuticas mais aconselhadas séo as aminopenicilinas associadas a inibidores de beta-
lactamases (ex. amoxicilina/ac.clavulanico ou ampicilina/sulbactam).

As infecbes graves encontram-se associadas a cocos Gram positivo
(Staphylococcus e Streptococcus), bacilos Gram negativos aerobios (E. coli,
Enterobacter), anaerébios Gram positivo, bacteroides e bacilos Gram negativo nao

fermentadores (Pseudomonas, Acinetobacter). Sao utilizados diferentes grupos de
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antibidticos e com espectro mais amplo, por isso, a utilizacdo de fluoroquinolonas (ex.
gatifloxacina, levofloxacina e moxifloxacina), para cocos Gram positivo associada a
metonidazol ou clindamicina (farmaco associado a anaerdbios) (Sader e Durazzo,
2003).

A multirresisténcia a antibidticos por parte das bactérias tem mostrado um
elevado incremento que pode estar relacionada com fatores intrinsecos como mutagdes
bacterianas ou ainda pela aquisicdo de genes de resisténcia. Assim, devido ao aumento
de fendmenos de resisténcia torna-se prioritario identificar novas fontes de agentes
antimicrobianos (Castro, 2012).

O estudo de medidas preventivas para as infecdes do pé diabético, bem como
dos mecanismos sinérgicos na antibioterapia assumem cada vez mais um papel

relevante.
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O trabalho experimental foi dividido em duas etapas: (i) numa primeira etapa foi
feito um screening da atividade antimicrobiana do Kéfigel® e de cada um dos seus
componentes - pelo método de difusdo em disco e determinadas as concentragdes
minimas inibitérias (CMIs) e concentracdo minima bactericida (CMB); (ii) numa
segunda etapa foi avaliado o potencial de acdo bioldgica do produto Kéfigel®, pelo

efeito exercido na taxa especifica de crescimento dos microrganismos testados.

3.1. Amostras utilizadas

O produto Kéfigel® foi gentilmente cedido para este estudo pelo comerciante
(Patente:103283; Marca: 391156 Registo no INPI Instituto Nacional de Propriedade
Industrial). As amostras de alfazema (Lavandula angustifolia Mill) utilizadas neste
trabalho tiveram duas origens: (i) adquiridas numa ervanaria situada na cidade de Vila
Real, e (ii) colhidas em maio em jardins localizados em Vila Real. As amostras de urtica
(Urtica dioica L) tiveram também duas origens: (i) obtidas numa superficie comercial
de Vila Real, e (ii) colhidas em maio, na aldeia de Torneiros situada nos arredores da
cidade de Vila Real (Figura 3.1).

Figura 3.1. Amostras utilizadas de kefir, urtiga e lavanda.

Legenda: a) - b) kefir liofilizado e em leite; c) - d) urtiga comercial e colhida; e) - f) lavanda comercial e
colhida.

Efeito do “Kéfigel®” em bactérias isoladas de infegBes do pé diabético 23



#55, VNIVERSiDAD
; ;ﬂpb INSTITUTO POLITECNICO §;|.=,.|‘,% njs‘-l\l A :\ -'\\1(--\ . .
< PO o xcsn s Material e Métodos

O material vegetal colhido foi transportado para o laborat6rio onde foi feita a sua
secagem, & temperatura ambiente, em envelopes de papel, no escuro, até ser utilizado.
Antes de serem usadas, as amostras foram botanicamente identificadas, por forma a
assegurar que eram estas as espécies que iriam ser usadas no trabalho experimental.

Os gréos de kefir foram adquiridos, liofilizados, numa superficie comercial de
Vila Real, sendo que os grdos de kefir natural foram obtidos de uma sementeira ja

existente que se encontrava a crescer em leite de vaca.

3.2.  Preparacéo dos extratos

3.2.1.  Preparacao dos extratos do Kéfigel®

Para a preparagdo dos extratos do produto comercial Kéfigel®, foram testados
dois métodos: (i) diluicdo direta em DMSO a 10% (dimetilsulfoxido, Sigma; Portugal),
com concentracdes a variar de 40 a 80% (m/v); e (ii) diluicdo em DMSO al0% com o
gel inicialmente liofilizado, na concentracdo final de 40 mg.mL™. O sreenning da
atividade antibacteriana do Kéfigel® foi feito com os extratos liofilizados e dissolvido
em DMSO, bem como o produto em bruto, ou seja diretamente.

3.2.2. Preparacao dos extratos das plantas

No caso do material colhido, para a obtencdo dos extratos de lavanda e de urtiga
as flores, folhas e caules foram cortadas em pequenos bocados com uma tesoura de
poda. Para todas as amostras vegetais procedeu-se a extracdo sélido-liquido, baseada na
adicdo de amostra e solvente, de acordo com as metodologias adotadas por Xu e Chang
(2007); Ozen (2009) e Bahramikia e Yazdanparast (2010), com algumas modificacdes.
Pesaram-sel5 g de amostra (Precisa 205 A, Superbal series, Switzerland), para balGes
Erlenmeyer e adicionou-se o solvente. Nesta etapa foram testados trés solventes, agua
desionizada, acetona 80% e etanol 70%.

Os baldes com o solvente de &gua e etanol juntamente com a amostra vegetal,
foram colocados em banho-maria com agitac¢do, no escuro (1083, GFL-Gesells chaft fur
Labortechnik mbH, Germany), sendo que os balGes com o solvente acetona e a amostra
vegetal foram colocados no escuro, a temperatura ambiente, durante a noite.

Posteriormente todas as amostras foram filtradas com papel de filtro (Whatman n°1441).
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Em seguida, procedeu-se a evaporacdo completa no evaporador rotativo
(Modelo Heidolph OB 2000, Switzerland) a 40°C (& excecdo do solvente aquoso que foi
ao liofilizador), sendo no fim pesados novamente para a determinacao do rendimento de
extracéo.

Finalmente os extratos foram dissolvidos em DMSO a 10%, a uma concentracdo
final de 100 mg.mL™ a fim de serem testados. Na figura 3.2. encontram-se

exemplificadas algumas das etapas da extracao solido-liquido adotado neste trabalho.

Figura 3.2. Etapas da extracdo solido-liquido.

Legenda: a) adicdo dos solventes; b) banho-maria com agitagéo; c) extrato aquoso depois da filtracdo; d)

extrato etandlico depois de filtrado; e) - f) evaporacéo no evaporador rotativo.

3.2.3. Preparacédo dos extratos dos graos de kefir

Os extratos dos grdos de kefir foram obtidos por diluicdo em DMSO a 10%, a
uma concentrago final de 100 mg.mL™, no caso dos grios comerciais diretamente, ja
que se encontravam liofilizados, e no caso do kefir em leite apos prévia liofilizag&o.

O soro do kefir foi obtido através da centrifugacdo dos graos, aproveitando-se o

sobrenadante e desprezando-se o precipitado.
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3.3.  Avaliacao da atividade antimicrobiana

Antes de se proceder a avaliacdo do efeito antimicrobiano dos diferentes
extratos, os isolados usados neste trabalho foram caracterizados pela coloragéo
diferencial de Gram, prova da catalase e por testes Api Staph BioMérieux®.

3.3.1. Origem dos isolados

Os isolados utilizados neste trabalho foram obtidos de amostras recolhidas pelos
profissionais de salde do servico da Consulta do Pé Diabético (servico de cirurgia) do
Centro Hospitalar de Tras-os-Montes e Alto Douro (CHTMAD), no ambito dum
protocolo estabelecido com a Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro
Departamento de Ciéncias Veterinarias - ECAV.

Neste estudo, o produto bioldgico foi analisado no Servigo de Patologia Clinica
do CHTMAD e posteriormente as estirpes bacterianas foram transportadas, de acordo
com os procedimentos referidos nas normas do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo
Jorge, para o Laboratorio de Microbiologia do Departamento de Ciéncias Veterinarias
da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (DCV-ECAV, UTAD).

3.3.2. Isolados utilizados

As estirpes utilizadas foi-lIhes atribuida uma referéncia constituida por letras
(MJMC) e nimeros, sendo que os nimeros reconhecem a diversidade de colonias.

Assim, foram utilizadas neste estudo 20 estirpes de Staphylococcus aureus,
sendo que 10 foram identificadas como resistentes a meticilina (MRSA) e 10 sensiveis a
meticilina (MSSA). De acordo com a tabela 3.1. pode-se observar a descrigdo dos
isolados obtidos por cada amostra de Ulceras cronicas plantares, a idade e o0 sexo do
doente diabético, bem como a referéncia atribuida a cada isolado bacteriano, a sua

presumivel identificacdo e a suscetibilidade & meticilina.
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Tabela 3.1. Descrigéo dos isolados utilizados neste trabalho.

Referéncia Idade Sexo Estirpe

MJIMC001 85 F S. aureus MSSA
MJIMC002 58 M S. aureus MSSA
MJIMCO003 42 F S. aureus MRSA
MJIMCO004 58 M S. aureus MSSA
MJIMCO007 79 M S. aureus MSSA
MJIMCO008 91 F S. aureus MSSA
MJIMCO009 51 M S. aureus MRSA
MJIMCO010 71 M S. aureus MRSA
MJmMC011 83 F S. aureus MRSA
MJIMC014 40 M S. aureus MRSA
MJIMCO016 47 F S. aureus MSSA
MJIMCO018 76 M S. aureus MSSA
MJIMC020 64 M S. aureus MRSA
MJImMcC021 49 M S. aureus MSSA
MJIMC022 76 F S. aureus MRSA
MJIMC024 64 F S. aureus MSSA
MJIMC025 72 M S. aureus MRSA
MJIMC026 77 M S. aureus MSSA
MJIMC027 66 M S. aureus MRSA
MJIMC029 64 M S. aureus MRSA

3.3.3. Meios de Cultura

Neste trabalho foram utilizados os seguintes meios de cultura: (1) BHI (Brain
Heart Infusion) — meio complexo e rico em nutrientes que facilita o crescimento dos
microrganismos e (2 e 3) agar MH (Mueller Hinton) solido e liquido — meio complexo
de utilizacdo obrigatoria de acordo com as normas CLSI — Clinical and Laboratory
Standards Institute (2009) para a realizacdo dos testes de suscetibilidade a antibidticos.

A composicao e preparacao destes meios encontram-se indicadas no Anexo |.
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3.3.4. Confirmacao dos isolados bacterianos

A caracterizacdo dos isolados pode ser obtida atraves de uma grande variedade
de provas. Neste trabalho consideraram-se a coloracdo diferencial de Gram, e a prova da
catalase.

Coloracéo diferencial de Gram

Esta técnica permite dividir as bactérias em Gram positivo e Gram negativo, que
coram de violeta e vermelho respetivamente. As diferentes coloracdes devem-se as
diferengas na composicdo quimica da parede celular. A metodologia empregue para a
coloragédo de Gram encontra-se na tabela 3.2.

Tabela 3.2. Coloracéo diferencial pelo método de Gram

1. Depositar uma gota do meio de cultura sobre a lamina e espalhar em

camada muito fina;

2. Deixar secar ao ar, ou colocar sobre a chama de um bico de Busen a uma
Esfregaco altura onde, com a mao, se suporte o calor, para se evitar a carbonizacdo do

esfregago;

3. Passar lentamente a lamina trés vezes pela chama;

4. Deixar arrefecer;

5. Fixar a ldmina numa pinga de Morais Sarmento;
6. Cobrir o esfregaco com violeta de metilo durante 1minuto;
7. Despejar 0 excesso do corante;
8. Adicionar Lugol que atua durante 30 segundos;
9. Remover o mordente;
o 10. Lavar com alcool e/ou acetona até que o produto da lavagem fique
Técnica de
3 transparente;

coloracéo ’
11. Lavar com agua,;
12. Fazer atuar o corante de contraste, vermelho neutro, durante 1 a 2
minutos;
13. Lavar de novo com agua;
14. Secar a ldamina entre duas folhas de papel de filtro;

15. Observar com objetiva x100, utilizar 6leo de imerséo.

Adaptado de: http://www.prof2000.pt/users/biologia/tcolgram.htm
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Prova da catalase

Este teste bioquimico (Tabela 3.3) € utilizado para comprovar a presenca de
catalase, enzima que destréi o peroxido de oxigénio (H,O;), originando H,O e CO,, e
que aparece na maioria dos seres vivos, incluindo nas bactérias aerdbias e anaerdbias
facultativas que contém citocromo. A detecdo da enzima faz-se juntando as células uma
gota de agua oxigenada a 3%, ocorrendo ou ndo a libertacdo de O, visivel pelo
despreendimento gasoso.

A catalase é produzida por muitos microrganismos e é usualmente empregue
para diferenciar Staphylococcus (catalase positivos) de Streptococcus (catalase

negativos).

Tabela 3.3. Prova da catalase.

Numa lamina desengordurada e passada previamente ao bico Bunsen, colocar uma gota de

t 4gua oxigenada;

5 De um meio sem sangue, recolher uma pequena porcdo da colonia em estudo e colocar
" sobrea agua oxigenada;

3 Se se verificar efervescéncia considera-se a reacdo como sendo positiva, ou seja, revelou-se

a producao de catalase.

3.3.5. Identificacéo dos isolados bacterianos

A identificacdo das estirpes bacterianas foi efetuada por métodos fenotipicos,
nomeadamente através de biotipificacdo numérica - Api Staph BioMérieux®, tendo sido
executada de acordo com as instrugdes referidas pelo fabricante.

3.3.6. “Screening” de suscetibilidade e classificacdo da atividade

antimicrobiana.

Os ensaios de suscetibilidade dos isolados ao Kéfigel® (em DMSO e bruto), aos
extratos vegetais e aos extratos de graos de kefir, bem como ao soro dos gréos de kefir,
foi realizado pelo método de difusdo em disco, em meio agar Mueller-Hinton (Oxoid),
com base no metodo de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966) e de acordo com o0s
procedimentos adaptados do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009).

Trata-se de um método pratico, amplamente utilizado em rotina nos laboratérios de
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andlises microbiolOgicas para bactérias de crescimento rapido, apresentando uma grande
flexibilidade na escolha do numero e do tipo de composto a utilizar.

O método adaptado consiste na difusdo em agar do composto, com potenciais
propriedades antimicrobianas, depositado num disco estéril de papel-de-filtro. A
ocorréncia de um efeito antibacteriano observa-se pela formacdo de um halo de inibicéo
do crescimento bacteriano.

Inicialmente foram preparadas as placas de Petri (92x16 mm, Sarstedt,
Germany) contendo 20 mL do meio de cultura Mueller Hinton agar (pH 7,2 a 7,4)
adequado ao crescimento da maioria das bactérias. Ap0s a sua preparacdo, esterilizacdo
em autoclave (Modelo 075-L, JSM) e distribuicdo na camara de fluxo-laminar (Faster
Ultrasafe 48, Faster, S r. 1., Ferrara, Italy), procedeu-se a preparacdo do indculo a
utilizar nos ensaios, a partir dos isolados a testar. Para tal, em condi¢cdes de assepsia,
procedeu-se a realizacdo de uma suspensdo em 2 mL de soro fisiologico (Cloreto de
sodio, MERCK) com a finalidade de se obter uma turvacdo correspondente a 0,5 da

escala de MacFarland (Figura 3.3).

Figura 3.3. Preparacdo da suspensao bacteriana.

Legenda: a) retirar uma porgdo de estirpe bacteriana; b) incorporagdo no soro fisioldgico; c) acerto da

suspensdo bacteriana (0,5 na escala de MacFarland).

Em seguida, na camara de fluxo-laminar procedeu-se & inoculagdo das placas
pelo método de esgotamento a superficie com a ajuda do distribuidor mecénico
(Inoculador 5100 5983, modelo Retro C80, Tipo 01).

ApOs esta operacdo, foram colocados discos brancos estéreis de 6 mm de
diametro (Oxoid CT0998B), onde foram depositados os compostos a testar (Figura 3.4).

Foram adicionados 15 pL de cada composto e utilizados como controlo negativo, o
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solvente de ressuspensdo (DMSO a 10%) e como controlo positivo, a gentamicina
(CNyg - Oxoid CT0024B).

Todos os extratos vegetais, bem como os extratos de grdos de kefir, foram
testados a uma concentracdo de 100 mg.mL™, enquanto o extrato do produto comercial
Kéfigel® foi testado a uma concentracdo de 40 mg.mL™ e em bruto (diretamente). O
soro do kefir foi testado diretamente.

Apds 24 horas de incubacao a 37°C foram registados os diametros dos halos de
inibicdo. Todos os compostos foram testados em triplicado e a suscetibilidade foi

expressa como média dos halos de inibicdo (mm) + EPM (erro padrdo da média).

Ly (=~

Figura 3.4. Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos

Legenda: a) inoculagdo da estirpe bacteriana; b)colocagdo de discos brancos estéreis; ¢) alguns dos
extratos em estudo; d) colocacdo dos extratos nos discos; e) incubacdo na estufa a 7°C; f) exemplo de

halos de inibicdo dos extratos.

A atividade antimicrobiana dos extratos testados foi classificada segundo Aires
et al., (2009a), como:
Né&o Eficaz (-) quando o halo de inibicdo = 0;
Eficécia Moderada (+) quando 0 <halo inibicdo <halo de inibicdo do antibi6tico;

Boa Eficacia (++) quando o halo de inibicdo do antibiético <halo de inibicdo <2x halo
de inibi¢do do antibiotico;
Elevada Eficacia (+++) quando o halo de inibicdo> 2x halo de inibigdo do antibidtico.

Para a determinacdo da eficacia antibacteriana relativa, utilizou-se a formula
segundo Aires et al., 2009b.
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[(halocomposto) - (halocontrolo negativo)]
Eficacia Antibacteriana Relativa (%) = X 100

(halo gentamicina)

3.3.7. Determinagdo das Concentracdes Minimas Inibitorias (CMIs) e

Concentracdo Minima Bactericida (CMB)

A determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) de cada estirpe foi
determinada, de acordo com os resultados obtidos no screening, para a gentamicina e
para 0s extratos vegetais etanolicos. O método utilizado para a determinacdo das CMIs
foi a microdiluicdo em placa, usando a resazurina como indicador de crescimento
bacteriano, de acordo com a metodologia adaptada de Sarker et al., (2007). Este método
consiste numa oxidacdo-reducdo, em que a resazurina se torna rosa e fluorescente
quando a “resorufina” ¢ reduzida por oxirredutases existentes no interior das células
viaveis, permitindo a detecdo de crescimento microbiano em volumes extremamente
pequenos de solucdo sem a utilizacdo de um espectrofotometro.

Inicialmente, preparou-se a suspensdo bacteriana, transferindo-se em condicdes
assépticas uma pequena porcao da cultura em estudo para um frasco contendo 50 mL de
caldo Mueller-Hinton (Oxoid) e incubou-se a 37°C com agitagcdo de 50 rpm (Unitronic
Orbital 320, J. P. Selecta) de modo a obter culturas “overnight” para cada ensaio. Ap6s
12-18 horas de incubacdo procedeu-se a leitura da densidade 6tica (DO) a 500 nm,
estando esta compreendida entre 0,5 e1,0.

A solucdo de resazurina foi preparada dissolvendo 135 mg em 40 mL de agua
destilada esterilizada.

Foram utilizadas microplacas estéreis de 96 pocos de fundo plano e tampa
(Tissue Culture Testplates, Orange Scientific, 96 Wells Flat, USA), sendo distribuidos
assepticamente 100 pL de caldo Mueller-Hinton (Oxoid) nos pocgos da coluna 1, 2, 4, 5
e 6. Em toda a coluna 1 foi depositado 20 pL de suspensdo bacteriana com 20 pL do
indicador (resazurina) sendo esta coluna utilizada como controlo de crescimento
bacteriano. Por sua vez na coluna 2, foi testada a gentamicina na concentragcdo de 4
mg.mL™, adicionando-se 100 pL sendo feitas depois 8 diluicBes seriadas (4; 2; 1; 0,5;
0,25; 0,125; 0,06 e 0,03 mg.mL™) apés as quais se introduziu 20 pL de suspensdo
bacteriana e 20 pL de resazurina. De igual forma se procedeu nos pocos da primeira

linha das colunas 4, 5 e 6 (3 repeti¢cdes) onde foram colocados 100 pL extratos vegetais
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etandlicos de forma a ter a concentracdo de 4mg.mL™ em cada poco e, em seguida
procedeu-se as mesmas diluicOes seriadas transferindo-se 100 L da linha A até a linha
H, exceto o extrato etanolico de alfazema que de acordo com os resultados obtidos, teve
uma concentragdo de 100 mg.mL™ na coluna 1, seguindo as 8 diluicdes seriadas (100;
50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56 e 0,78 mg.mL™). As placas foram tapadas e incubadas a
37°C durante 24 horas. Este procedimento foi realizado para as 20 estirpes em estudo.

A leitura foi realizada de forma visual através da observacdo da mudanca de cor
azul (original da resazurina) para rosa (caracterizado pela reducéo da resazurina). Nos
pocos onde a cor permaneceu azul, ou seja, ndo ocorreu redugdo do corante, indica
inviabilidade bacteriana. Por sua vez, nos pogos onde se observou mudanga de cor de
azul para rosa considerou-se que havia viabilidade bacteriana. Deste modo foi
determinada a concentracdo minima inibitéria, ou seja, a menor concentracdo do
composto capaz de inibir o crescimento microbiano.

Para completar o estudo das CMIs realizou-se ainda um ensaio in vitro
complementar a este, no qual se procedeu a sementeira em meio solido Mueller-Hinton
do in6culo presente no alvéolo da microplaca, logo a seguir ao alvéolo considerado
como CMI. O objetivo deste ensaio foi 0 determinar se 0s extratos tinham um efeito
bactericida ou bacteriostatico. Este ensaio in vitro é também designado como
Concentracdo Minima Bactericida (CMB). Apds o plagueamento, as placas sdo
deixadas a incubar durante a noite a 37 °C para confirmar se existe ou ndo crescimento
bacteriano. Se ndo ocorrer crescimento entdo considera-se que o extrato tem um efeito
bactericida engquanto se houver crescimento o0 extrato é considerado com efeito

bacteriostatico.

3.3.8. Atividade do Kéfigel® - produto comercial

Em funcdo dos resultados obtidos, o potencial de acdo biolégica do produto
Kéfigel®, foi avaliado pelo efeito exercido na taxa de crescimento especifico dos
microrganismos. Estes ensaios foram desenvolvidos em microplacas, através de leituras
no espetrofotdmetro de 1h30min em 1h30min ate as 9 h de crescimento.

As diferentes suspensfes bacterianas a usar neste ensaio, foram inicialmente
ajustadas por densidade Otica, estando esta compreendida entre 0,2-0,3.

Foram utilizadas microplacas estéreis de 96 pocos de fundo plano e tampa,

sendo distribuidos assepticamente 200 uL de caldo Mueller-Hinton nos pocos da coluna
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1 e 100 pL nos pogos da coluna 2 e 3. Na coluna 2 foi adicionado 100 pL de
gentamicina na concentracdo de 0,5 mg.mL™ e na coluna 3 foi adicionado 100 pL de
extrato de Kéfigel® (40 mg.mL™). Na coluna 5 foram colocados 200 pL de suspensdo
bacteriana como indicador de crescimento da estirpe, na coluna 6 e 7 foram colocados
100 pL de suspensdo bacteriana sendo adicionado posteriormente 100 pL de
gentamicina na concentracéo de 0,5 mg.mL™e 100 pL de extrato de Kéfigel®.

Nas linhas B e C (repeticbes) fez-se o mesmo procedimento anteriormente
indicado. Este procedimento foi realizado para as 20 estirpes em estudo.

O célculo da taxa especifica de crescimento (p) foi feito, tendo em conta a fase

de crescimento exponencial, usando a formula:
In N¢=1In Ng + pt

Sendo o Ng numero de microrganismos ap6s o tempo de crescimento
exponencial; t: tempo; No: nimero de microrganismos inicial; p: taxa especifica de

crescimento.

3.4. Analise estatistica
A analise estatistica dos dados foi feita utilizando o programa SPSS V.17 (SPSS,
Inc. Chicago, Illionois, USA), com a comparacdo de médias analisada através do teste

de Wilcoxon.
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4.1. Confirmagao dos isolados

Coloragao diferencial pelo método de Gram

Uma das provas realizadas para a caracterizagdo dos isolados bacterianos foi a
coloragdo de Gram, com a finalidade de confirmar o Gram dos 20 isolados testados.
Verificou-se que a totalidade dos isolados eram Gram positivo, devido a cor violeta
(Figura 4.1) que apresentaram. As bactérias de Gram positivo, devido a constitui¢do da
sua parede celular, ttm a capacidade de reter o corante violeta de metilo (um dos
corantes utilizado na coloracgdo de Gram).

Figura 4.1. Coloracdo de Gram.

Fonte: este Trabalho

Prova da catalase

Todos os 20 isolados avaliados neste estudo apresentaram uma reacdo positiva
(Figura 4.2), pois em contacto com a agua oxigenada observou-se efervescéncia. Assim,
pode-se constatar que os isolados apresentam a enzima que degrada o peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio, sendo por isso catalase positiva.

Figura 4.2. Prova da catalase.

Fonte: este Trabalho
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4.2. ldentificacédo dos isolados bacterianos

Pelo método de biotipificacdo numérica (Api Staph BioMerieux®), foi
observado que os 20 isolados testados pertencem a espécie Staphylococcus. aureus
(Figura 4.3). De realcar que o cddigo obtido era diferente para vérios isolados assim

como a percentagem de identificacdo obtida.

Figura 4.3. Resultados dos testes do Api Staph BioMérieux®.

Fonte: este Trabalho

4.3. “Screening” de suscetibilidade e classificagio da atividade

antimicrobiana

No presente estudo foi testada a capacidade antimicrobiana do produto
comercial Kéfigel® e dos respetivos componentes, extrato de urtiga e lavanda em
diferentes solventes, e graos de kefir, em estirpes de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) e sensiveis a meticilina (MSSA), isoladas de infecbes de ulceras de pé
diabético. Os resultados estdo apresentados nas tabelas 4.1 a 4.4. O antibi6tico,
gentamicina (CNjy), foi testado na concentragdo recomendada pelo CLSI (2009) e, para
além de controlo, serviu como um termo de comparacao. Os resultados do “screening”
da atividade antibacteriana traduzem-se nas medicGes dos halos de inibi¢cdo observados
(expressos em milimetros), para os diferentes compostos e para as diferentes estirpes de
S. aureus. Com esta analise pretendeu-se apenas avaliar se existe ou ndo um potencial
efeito antibacteriano (traduzido pelo halo de inibicéo).

Verificou-se que apenas 0s extratos etanolicos de urtiga e lavanda apresentaram

atividade antibacteriana, avaliada por este método. J& para o0s extratos aquosos e
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acetonicos das plantas, e extratos de grdos de kefir e Kéfigel®, por este método de
avaliacdo da atividade antibacteriana, ndo foi detetada a formacéo de halos de inibicéo.
Da analise dos resultados apresentados nas tabelas, podemos observar que
apenas 0s extratos etandlicos apresentam atividade antibacteriana e destes, aqueles que
foram obtidos de amostras apanhadas diretamente do campo, foram os que apresentaram
uma atividade superior comparativamente aos extratos oriundos de amostras comerciais
(Tabelas 4.2 e 4.3). De entre os diferentes extratos, a atividade antibacteriana variou
entre: (i) os 11,3 e 0s 19,3 mm na urtiga apanhada; (ii) os 11,6 e os 20,3 mm na urtiga
comprada; (iii) entre os 8,7 e 0s 21,3 mm na lavanda apanhada; e (iv) os 7,3 e 0s 11,0
mm na lavanda comprada. As diferencas entre os valores médios de atividade
antibacteriana foram significativamente diferentes (p<0,05) para os extratos de lavanda,
enguanto que para os extratos de urtiga foram nao significativas (p>0,05), o0 que sugere
que para a lavanda a atividade antibacteriana depende da origem da planta (Tabela 4.3).
Comparando a atividade antibacteriana de todos os extratos com a do antibiético
comercial (gentamicina), de acordo com a classificacdo proposta por Aires et al
(2009a), verificamos que entre os extratos etandlicos se observou eficacia moderada
numa estirpe de urtiga apanhada (MJMCO026) e em 2 estirpes de lavanda apanhada
(MJMCO002 e MIMCO004), o que significa que para a generalidade das estirpes estudadas
e neste método de determinacdo da atividade antibacteriana, o antibiotico utilizado
como padrao revelou ser mais eficaz. Contudo, pela proximidade de valores médios dos
halos de inibicdo, entre os extratos apanhados etandlicos e o antibiético, podemos
claramente constatar que estes extratos podem ser um instrumento importante na opgéo

terapéutica contra a microbiota do pé diabético.
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Tabela 4.1. Atividade antimicrobiana in vitro dos controlos determinada pelo diametro
dos halos de inibi¢cdo (mm).

Estirpe DMSO Gentamicina
MJMC 001 (MSSA) n. d. 17,7+06
MJMC 002 (MSSA) n. d. 19,706
MJMC 003 (MRSA) n. d. 247+15
MJMC 004 (MSSA) n. d. 20,7+ 1,2
MJMC 007 (MSSA) n. d. 223+12
MJMC 008 (MSSA) n. d. 203+15
MJIMC 009 (MRSA) n. d. 22,7+15
MJMC 010 (MRSA) n. d. 20,0+ 1,0
MJMC 011 (MRSA) n. d. 20,7+ 15
MJMC 014 (MRSA) n. d. 21,0427
MJMC 016 (MSSA) n. d. 20,7423
MJMC 018 (MSSA) n. d. 20,7425
MJMC 020 (MRSA) n. d. 21,3+15
MJMC 021 (MSSA) n. d. 23,0+ 0,0
MJMC 022 (MRSA) n. d. 21,3+15
MJMC 024 (MSSA) n. d. 203+1,2
MJMC 025 (MRSA) n. d. 193+15
MJMC 026 (MSSA) n. d. 197+15
MJMC 027 (MRSA) n. d. 21,0+1,0
MJMC 029 (MRSA) n.d. 19,3+0,6

Legenda: n. d. — nada detetado
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Tabela 4.2. Atividade antimicrobiana in vitro dos extratos de urtiga, em diferentes solventes, determinada pelo didmetro dos halos de
inibicdo (mm) e respetiva classificacdo (entre paréntesis).

Estirpe Urtiga | Urtiga Il Urtiga | Urtiga Il Urtiga | Urtiga 11
extrato etandlico  extrato etanélico extrato acetona extrato acetona extrato aquoso extrato aquoso
MJMC 001 (MSSA) 11,3%0,6 (1) 11,7£0,6 () n.d. (- n.d. (- n.d. () n.d. ()
MJMC 002 (MSSA) 17,3+0,6 (-) 16,7+ 0,6 (-) n.d. (-) n.d. (-) n.d. () n.d. (-)
MJMC 003 (MRSA) 19,3425 () 190£1,7 () n.d. (-) n.d. (-) n.d. () n. d. ()
MJMC 004 (MSSA) 157+1,2 () 157 1,5 (-) n.d. (-) n.d. (-) n.d. () n. d. ()
MJMC 007 (MSSA) 18,3+ 15 () 16,7 £0,6 (-) n.d. (-) n.d. (-) n.d. () n. d. ()
MJMC 008 (MSSA) 153+2,1 () 15,3 +0,6 (-) n.d. (-) n.d. (-) n.d. () n. d. ()
MJMC 009 (MRSA) 19,3+2,1 () 20,0 £2,0 (-) n.d. (-) n.d. (-) n.d. () n. d. ()
MJMC 010 (MRSA) 16,7+ 0,6 (-) 173+1,2 () n.d. (-) n.d. (-) n.d. () n. d. ()
MJMC 011 (MRSA) 18,0+1,0 (-) 173+1,2 () n.d. (-) n.d. (-) n.d. () n. d. ()
MJMC 014 (MRSA) 16,3+2,1 () 16,3+ 0,6 (-) n.d. (-) n.d. (-) n.d. () n. d. ()
MJMC 016 (MSSA) 16,7+ 1,5 (-) 17,7£0,6 (-) n.d. (-) n.d. (-) n.d. () n. d. (-)
MJMC 018 (MSSA) 17,7406 (-) 18,0+ 1,0 (-) n.d.(-) n.d.(-) n.d. (9 n.d.(-)
MJMC 020 (MRSA) 17,3+0,6 (-) 18,3+ 1,5 (-) n.d. (-) n.d.(-) n.d. (9 n.d.(-)
MJMC 021 (MSSA) 17,3+0,6 (-) 16,7 0,6 (-) n.d. (-) n.d.(-) n.d. (9 n.d.(-)
MJMC 022 (MRSA) 16,7 0,6 (-) 15,7+ 0,6 (-) n.d. (-) n.d.(-) n.d. (9 n.d.(-)
MJMC 024 (MSSA) 17,0+ 0,0 (-) 16,3+ 0,6 (-) n. d. () n.d.(-) n.d. (9 n.d.(-)
MJMC 025 (MRSA) 17,7406 (-) 17,7+£1,2 () n.d.(-) n.d.(-) n.d. (9 n.d.(-)
MJMC 026 (MSSA) 183+06() | 203+15(+) | n.d. (-) n. d. () n.d. () n. d. (-)
MJMC 027 (MRSA) 18,3+ 1,5 (-) 18,7+ 0,6 (-) n.d. (-) n.d.(-) n.d. (9 n.d. (-)
MJMC 029 (MRSA) 16,0+ 1,0 (-) 17,3+ 0,6 (-) n.d.(-) n.d.(-) n.d. (9 n.d. (-)

Os resultados sdo expressos em termos de valores médios + EPM (erro padrdo da média) de 3 repeticdes.

Legenda: I-apanhada; Il-comprada ; n.d. - atividade antimicrobiana ndo detetada; classificagdo da atividade antibacteriana: ndo eficaz (-); eficacia moderada (+); boa
eficacia (++); elevada eficécia (+++).
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Tabela 4.3. Atividade antimicrobiana in vitro dos extratos de lavanda, em diferentes solventes, determinada pelo diametro dos halos de

inibicdo (mm) e respetiva classificacdo (entre paréntesis).

Estirpe Lavanda | Lavanda Il Lavanda | Lavanda Il Lavanda | Lavanda Il
extrato etandlico  extrato etandlico extrato acetona extrato acetona extrato aquoso extrato aquoso
MJIMC 001 (MSSA) 8,7+0,6 (-) 73206 (-) n.d. (-) n.d.(-) n.d. (- n.d. (-
|MJMC 002 (MSSA) 21,3+0,6 (+) | n.d. (-) n.d. (- n.d. (- n.d. (- n.d.(-)
MJIMC 003 (MRSA) 20,3+ 1,2 (-) 8,7+15(-) n.d. (-) n.d. (- n.d. (- n.d. (-
|MJMC 004 (MSSA) 20,7+15(+) n.d. (-) n.d. (- n.d.(-) n.d.(-) n.d.(-)
MJIMC 007 (MSSA) 157+15(-) 8,0+1,0() n.d. (- n.d. (-) n.d.(-) n.d.(-)
MJIMC 008 (MSSA) 13,0+1,7 (-) n.d. (- n.d. (- n.d. (-) n.d.(-) n.d. (-)
MJMC 009 (MRSA) 21,3+0,6 (-) 11,0+1,0 (- n.d. (-) n. d. (-) n.d. () n.d. ()
MJIMC 010 (MRSA) 16,0+ 1,0 (-) 83+15() n.d. (- n.d. (- n.d.(-) n.d. (-)
MJIMC 011 (MRSA) 20,3+2,5(-) 8,3+0,6 (-) n.d. (- n.d.(-) n.d.(-) n.d. (-)
MJIMC 014 (MRSA) 14,0+2,0(-) n.d. (-) n.d. (-) n.d.(-) n.d. (- n.d. (-
MJIMC 016 (MSSA) 17,0+1,0(-) n.d. (-) n.d. (-) n.d.(-) n.d. (- n.d. (-
MJIMC 018 (MSSA) 16,3+1,5(-) n.d. (-) n.d. (-) n.d.(-) n.d. (- n.d. (-
MJIMC 020 (MRSA) 16,7+1,2(-) n.d. () n.d. (- n.d. (- n.d. (- n.d.(-)
MJIMC 021 (MSSA) 17,0+1,0(-) n.d. (-) n.d. (-) n.d.(-) n.d. (- n.d. (-
MJIMC 022 (MRSA) 16,0+ 1,0 (-) n.d. (-) n.d. (- n.d. (-) n.d. (- n.d.(-)
MJIMC 024 (MSSA) 150+1,0(-) n.d. (-) n.d. (- n.d. (-) n.d. (- n.d.(-)
MJIMC 025 (MRSA) 17,0+1,0(-) 8,7+15(-) n.d. (- n.d. (-) n.d. (- n.d.(-)
MJIMC 026 (MSSA) 16,7+0,6 (-) n.d. (-) n.d. (- n.d. (-) n.d. (- n.d.(-)
MJMC 027 (MRSA) 173+15(-) 9,3+0,6 (-) n.d. (- n.d. (-) n.d. (- n.d. (-
MJIMC 029 (MRSA) 16,7+1,5(-) 8,0+1,0(-) n.d. (-) n.d.(-) n.d. (- n.d. (-

Os resultados sdo expressos em termos de valores médios + EPM (erro padrdo da média) de 3 repetices.
Legenda: I-apanhada; Il-comprada; n.d. - atividade antimicrobiana ndo detetada; classificacdo da atividade antibacteriana: ndo eficaz (-); eficacia moderada (+); boa
eficacia (++); elevada eficacia (+++);
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Tabela 4.4. Atividade antimicrobiana in vitro dos extratos de grdos de Kefir e Kéfigel® determinada pelo didmetro dos halos de inibigdo
(mm) respetiva classificagéo (entre paréntesis).

. Gréo de Kefir Gréo de Kefir . Kéfigel® Kéfigel®
Estirpe (Ieite) (comprado) Soro de kefir (bruto) (DMSO)
MJMC 001 (MSSA) n.d. (-) n. d. (-) n.d. (-) n.d. () n.d. ()
MJIMC 002 (MSSA) n.d. (-) n. d. (-) n. d. (-) n. d. (-) n. d. (-)
MJIMC 003 (MRSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()
MJMC 004 (MSSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()
MJIMC 007 (MSSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()
MJMC 008 (MSSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()
MJIMC 009 (MRSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()
MJIMC 010 (MRSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()
MJMC 011 (MRSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()
MJIMC 014 (MRSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()
MJIMC 016 (MSSA) n.d. () n. d. () n. d. () n. d. (- n. d. (-
MJIMC 018 (MSSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()
MJIMC 020 (MRSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()
MJIMC 021 (MSSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()
MJIMC 022 (MRSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()
MJIMC 024 (MSSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()
MJIMC 025 (MRSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()
MJIMC 026 (MSSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()
MJIMC 027 (MRSA) n.d. () n. d. (-) n.d. (-) n. d. (-) n. d. (-)
MJIMC 029 (MRSA) n. d. () n. d. () n. d. () n. d. () n. d. ()

Os resultados sdo expressos em termos de valores médios + EPM (erro padrdo da média) de 3 repeti¢des.
Legenda: n.d. - atividade antimicrobiana ndo detetada; classificacdo da atividade antibacteriana: ndo eficaz (-); eficacia moderada (+); boa eficacia (++); elevada
eficacia (+++).
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Comparando os resultados obtidos, neste desenho experimental, entre as estirpes
sensiveis a meticilina (MSSA) e resistentes a meticilina (MRSA), observamos que 0s
extratos etanolicos de wurtiga geralmente apresentaram uma maior atividade
antimicrobiana para as estirpes MRSA. Assim, para a urtiga apanhada, os halos de
inibicdo variaram entre 16,0-19,3 mm para as estirpes MRSA, e entre 11,3-18,3 mm
para as estirpes MSSA. O mesmo padréo de comportamento foi observado para a urtiga
comprada, com valores de halos de inibi¢do entre 15,7-20,0 mm nas estirpes MRSA e
11,7-20,3 mm nas estirpes MSSA (Tabela 4.2). A mesma tendéncia foi também
observada nos extratos de lavanda (apanhada e comprada). De um modo geral para os
extratos de lavanda, as estirpes MSSA revelaram ser menos sensiveis, do que as MRSA
(Tabela 4.3), mostrando em geralmente menores halos de inibicao.

Na figura 4.4 exemplifica-se o aspeto das placas, apds o procedimento

experimental efetuado para o “screening” inicial em agar solido com discos.

Figura 4.4. Halos de inibicao nas placas inoculadas.

Fonte: Este trabalho

Analisando os resultados em termos de eficacia antibacteriana relativa, isto é,
quantificando a diferenca de atividade antibacteriana entre extratos e antibiotico,
observamos que apenas 0s extratos etandlicos de lavanda comprada apresentam valores

menores que 50% de eficacia relativa (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5. Eficacia antibacteriana relativa (%) dos extratos etanolicos vegetais

Estirpe Urtiga | Urtiga 11 Lavanda | Lavanda Il
MJIMC 001 (MSSA) 65,955 66,0+ 1,1 49,0+1,7 41,6 +4,7
MJIMC 002 (MSSA) 89,7+28 84,7+0,5 105,2+5,3 n.d.
MJIMC 003 (MRSA) 70,7+154 77,5+£12,0 825+1,6 350+4,1
MJIMC 004 (MSSA) 76,1+1,3 75,9+8,0 100,2+ 8,5 n. d.
MJIMC 007 (MSSA) 76,1+11,3 74,8+5,8 70,1 +3,7 36,0+6,3
MJIMC 008 (MSSA) 72,8+6,1 75,6 £ 3,2 64,2 £ 10,3 n.d.
MJIMC 009 (MRSA) 81,1+13,1 88,2+6,5 945+9,1 485+1,3
MJIMC 010 (MRSA) 87,2+6,8 86,6 + 3,0 80,2+7,6 42,0+9,8
MJIMC 011 (MRSA) 879+20 839+20 98,4+9,8 40,6 £5,9
MJIMC 014 (MRSA) 77,7+£17,0 78,6 £9,7 68,1+ 18,3 n. d.
MJIMC 016 (MSSA) 81,3+13,1 86,0+73 82,7+59 n. d.
MJIMC 018 (MSSA) 90,1+8,1 87,7+8,4 79,9+129 n. d.
MJIMC 020 (MRSA) 83,0+34 86,2 + 8,6 78,4 +8,2 n. d.
MJIMC 021 (MSSA) 739+25 725+25 739+4,4 n. d.
MJIMC 022 (MRSA) 79,5+59 73877 750+1,1 n. d.
MJIMC 024 (MSSA) 85,2+4,9 80,5+4,0 739+6,4 n. d.
MJIMC 025 (MRSA) 94,6 £5,1 91,8+9,8 88,0+2,0 446 £5,0
MJIMC 026 (MSSA) 97,8+104 104,2 + 15,7 85,0+ 4,0 n.d.
MJIMC 027 (MRSA) 929+115 89,0+2,3 82,9+11.3 4144 +14
MJIMC 029 (MRSA) 81,6 +3,3 89,8 +4,9 86,4 £ 10,2 415+6,2

Legenda: I-apanhada; I1-comprada;
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Relativamente aos outros trés extratos testados (extrato etandlico de urtigas
apanhada e comprada e extrato etandlico de lavanda apanhada) apresentam valores
maiores que 50%, o que indica que estes (lavanda apanhada, urtiga comprada e urtiga
apanhada) sdo mais eficazes do que metade do antibi6tico na concentracdo testada, ou
seja para baixas concentracfes os extratos sdo mais eficazes. Para trés estirpes
(MJMCO026 com extrato etandlico de urtiga comprada, MJIMC002 e MJMC004 com
extrato etandlico de lavanda apanhada) obtivemos valores médios superiores a 100%, o
que indica que estes extratos sao tdo eficazes como o antibidtico testado como controlo.

De acordo com a formulacdo do Kéfigel®, os extratos vegetais de urtiga e
lavanda que o compbGem sdo aquosos (informacgdo cedida pelo comerciante) e
considerando os resultados obtidos neste trabalho, os extratos de lavanda e de urtiga em
agua nao apresentaram acdo antimicrobiana. No entanto convém salientar que o efeito
biolégico dum extrato vegetal e para 0 mesmo solvente, aquoso ou outro, depende da
fracdo da planta utilizada, da época de colheita, da temperatura de extracdo e da
concentracdo do extrato, entre outros (Kunle, et al., 2012, Shahid, 2012). Assim, podera
colocar-se a hipdtese de que os extratos aquosos de urtiga e lavanda, se testados numa
concentracdo superior a 100 mg.mL™, venham a mostrar efeito antibacteriano. Por outro
lado, estes resultados sugerem que o efeito antibacteriano atribuido ao Kéfigel® podera
advir da sua composicdo em urtiga e lavanda e ndo tanto pelas bactérias lacticas
associadas aos graos de kefir. De facto, relativamente aos grdos de kefir e ao produto
comercial, Kéfigel®, extrato e em bruto, verificamos que por este método ndo se
observou nenhuma atividade antibacteriana (Tabela 4.4). Estes resultados foram
contraditérios aos observados em outros estudos, jA que varios autores atribuiram
atividade antibacteriana ao kefir (Pool-Zobel et al., 1993; Zacconi et al., 1995; Ota,
1999; Diniz et al., 2003; Feijo, 2010). Neste contexto, foi implementada outra

metodologia para avaliagdo do efeito biologico do Kéfigel®.

4.4. Determinacdo das Concentracfes Minimas Inibitorias (CMls) e

Concentracdo Minima Bactericida (CMB)

Tendo em conta os resultados obtidos através do “screening” inicial,
determinaram-se as Concentragdes Minimas Inibitorias (CMIs) e a Concentragao

Minima Bactericida (CMB), somente para 0s extratos vegetais em etanol.
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De acordo com Andrews (2001) a concentracdo minima inibitéria (CMI) pode
ser definida como a concentracdo minima de um agente antimicrobiano capaz de inibir
0 crescimento dos microrganismos, apos um periodo de incubacdo de 18-24 horas. Este
parametro tem sido amplamente utilizado e é considerado uma ferramenta para a
avaliacdo do perfil de suscetibilidade dos microrganismos a agentes antimicrobianos
e/ou estudar novos compostos cuja acdo pode apresentar um efeito antimicrobiano.

Na tabela 4.6 apresentam-se os valores médios obtidos para a concentracéo
minima inibitoria dos extratos etandlicos vegetais Em relacdo ao extrato de urtiga, 0s
valores de CMI variaram entre 0,0625-0,500 mg.mL™ Na urtiga apanhada, os valores de
CMI minimos foram encontrados para a estirpe MJMCO009 e 0s maximos para as
estirpes MJMC001, MJMCO008 e MJMC022. Quanto a urtiga comprada, os CMI
minimos foram encontrados para as estirpes MJMC008, MJMC009, MIJMCO011 e
MJMCO014, e os valores maximos para MJMCO00L1. Relativamente ao extrato de lavanda
apanhada, as CMI variaram entre 0,0625-1,000mg.mL™, respetivamente para as estirpes
MJMC004 e MIMCOO01.

Relativamente ao extrato de lavanda comprada apresentou valores de CMI
bastante superiores, variando entre 1,5625 mg.mL*, para MJMC002, MJMCO009,
MJMCO018 e MIMCO022, e 25,000 mg.mL™, para a estirpe MIMCO001. Assim em funco
destes resultados, a estirpe MIJMCO0L é considerada a menos sensivel, apresentando
sempre 0s valores mais altos para as CMI, confirmando os resultados prévios do
“screening” em disco, nos quais se observaram halos de inibicdo de menores
dimensdes. A estirpe MIJMCO009 é a estirpe que demonstrou ser mais sensivel aos
extratos, mostrando os valores de CMI mais baixos (Tabela 4.6), confirmando também
os valores previamente obtidos no “screening”.

Comparando as estirpes MSSA com as estirpes MRSA, no extrato de urtiga
apanhada temos variacao de valores entre 0,188-0,500 e 0,0625-0,500, respetivamente.
No extrato de urtiga comprada os valores variam entre 0,0625-0,500 para estirpes
MSSA, e entre 0s 0,0625-0,250 para as estirpes MRSA. Em relagdo a lavanda apanhada
temos variacdo entre 0,0625-1,000 para estirpes MSSA, e 0,125-0,250 para as estirpes
MRSA, nos extratos de lavanda comprada os valores variam entre 1,5625-25,000 para
as estirpes MSSA, e entre 2,3438-18,750 para as estirpes MRSA. Assim, ndo se
verificaram diferencas entre os CMIs para Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina
e Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.
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Na figura 4.5 exemplifica-se o0 aspeto das microplacas, ap6s o procedimento

experimental para a obtencdo das CMI.

Figura 4.5. Microplacas durante a observacdo dos resultados das CMls.

Fonte: Este trabalho

A classificacdo do efeito, como bactericida ou como bacteriostatico, dos extratos
vegetais, avaliado pela auséncia ou presenca de crescimento bacteriano (sementeira em
meio sélido Mueller-Hinton do in6culo presente no alvéolo da microplaca, localizado
logo apds ao alvéolo considerado como CMI), encontra-se na tabela 4.6. Este ensaio
conhecido como Concentracdo Minima Bactericida (CMB), mostrou que ambos 0s
extratos de urtiga (apanhada e comprada), bem como os extratos de lavanda apanhada,
apresentaram maioritariamente efeito bacteriostatico. Por outro lado, os extratos de
lavanda comprada tém efeito essencialmente bactericida, o que de certo modo é
surpreendente, atendendo aos resultados anteriores, nomeadamente porque foram estes
0s extratos com menor halos de inibi¢cdo e com menores CMI.

Estes resultados sugerem que o Kéfigel® poderd ter uma atividade
antibacteriana, considerada mais de caracter bacteriostatico que lhe advém dos extratos

vegetais.
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Tabela 4.6. Concentragdo Minima Inibitéria (mg.mL™) e Concentragdo Minima Bactericida, para os extratos etanélicos de urtiga e lavanda

Estirpe Urtiga apanhada Urtiga comprada Lavanda apanhada Lavanda comprada
MJIMC 001 (MSSA) 0,500 + 0,000 + 0,500 + 0,000 + 1,000 £ 0,000 + 25,000 + 0,000 +
MJIMC 002 (MSSA) 0,250 £+ 0,000 + 0,125 £ 0,000 + 0,250 £ 0,000 + 1,5625 + 0,000 *
MJIMC 003 (MRSA) 0,250 + 0,000 * 0,188 + 0,088+ 0,250 £ 0,000 * 6,250 + 0,000*
MJIMC 004 (MSSA) 0,188 + 0,088 + 0,125 + 0,000 + 0,0625 + 0,000 + 12,500 + 0,000 +
MJIMC 007 (MSSA) 0,188 + 0,088 + 0,125 £ 0,000 + 0,125 £ 0,000 + 4,688 £2,210 *
MJIMC 008 (MSSA) 0,500 + 0,000 + 0,0625 £ 0,530 + 0,250 £ 0,000 + 12,500 + 0,000 +
MJIMC 009 (MRSA) 0,0625 + 0,000 + 0,0625 + 0,000 + 0,125 + 0,000 + 1,5625 + 0,000 *
MJIMC 010 (MRSA) 0,125 £ 0,000 + 0,188 £+ 0,088 + 0,250 £ 0,000 + 3,125 + 0,000 *
MJIMC 011 (MRSA) 0,125 + 0,000 + 0,0625 £ 0,000 + 0,250 £ 0,000 + 2,3438 £ 11,1049 *
MJIMC 014 (MRSA) 0,125 + 0,000 + 0,0625 + 0,000 + 0,250 + 0,000 + 2,3438 £ 1,1049 *
MJIMC 016 (MSSA) 0,250 + 0,000 + 0,125 + 0,000 + 0,125 + 0,000 + 6,250 + 0,000 *
MJIMC 018 (MSSA) 0,250 £ 0,000 + 0,250 £ 0,000 + 0,500 £ 0,000 + 1,5625 + 0,000 *
MJIMC 020 (MRSA) 0,125 £ 0,000 + 0,125 £ 0,000 + 0,250 £ 0,000 + 3,125+ 0,000 *
MJIMC 021 (MSSA) 0,188 + 0,088 + 0,188 + 0,088 + 0,188 + 0,088 + 6,250 + 0,000 *
MJIMC 022 (MRSA) 0,500 £ 0,000 + 0,125 £ 0,000 + 0,250 £ 0,000 + 1,5625 + 0,000 *
MJIMC 024 (MSSA) 0,375+ 0,177 + 0,125 £ 0,000 + 0,125 £ 0,000 + 6,250 £ 0,000 *
MJIMC 025 (MRSA) 0,250 + 0,000 + 0,125 + 0,000 + 0,250 + 0,000 + 6,250 + 0,000 *
MJIMC 026 (MSSA) 0,250 + 0,000 + 0,250 £ 0,000 * 0,250 + 0,000 + 6,250 + 0,000 *
MJIMC 027 (MRSA) 0,250 + 0,000 * 0,250 £ 0,000 + 0,125 £ 0,000 + 9,375+4,419*
MJIMC 029 (MRSA) 0,250 + 0,000 * 0,188 + 0,088 * 0,250 + 0,000 + 18,750 + 8,839 *

Legenda: Minima Atividade Bacteriana: * - Atividade bactericida; + - Atividade bacteriostatica.
Nota: Os resultados sdo expressos em termos de valores médios £ EPM (erro padréo da média) de 3 repeticOes.
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4.5. Atividade do Kéfigel® - produto comercial

No “screening” inicial o Kéfigel® ndo apresentou aparentemente atividade
antibacteriana, assim optou-se por avaliar o seu potencial de a¢do bioldgica pelo efeito
exercido na taxa de crescimento especifico dos microrganismos.

Os ensaios foram realizados em microplacas, com a avaliacdo do crescimento
por densidade ética durante 9 horas de incubacgdo. Os resultados encontram-se na tabela
4.7 e figuras 4.6 a 4.11.

Verifica-se que a presenca do Kéfigel ® afeta a maioria das estirpes S. aureus
MSSA, ja que em 8 delas se observou alteracdo do crescimento. De facto, as estipes
MJMCO001, MIJMC007, MIJMCO008, MIMCO021 e MJMCO024 mostraram praticamente
auséncia de fase exponencial, comparativamente ao crescimento da bactéria em meio,
denotando um efeito bacteriostatico pela presenca do Kéfigel ®, geralmente apos as 3
ou 6 horas de incubacdo, dependendo da estirpe, conforme exemplos das figuras 4.6 e
4.7. A incubacdo da estirpe MIJMCO004 com o Kéfigel ®, mostrou também um efeito
bacteriostatico, auséncia de fase exponencial marcada, até as 6 horas, seguindo-se um
ligeiro aumento na D.O. o que pode sugerir adaptacéo da estirpe as condi¢des de cultura
(Figura 4.8). Por outro lado a incubacdo das estirpes MIJMCO018 e MIJMC026 com o
Kéfigel®, mostrou um efeito bactericida a partir das 6 horas, com uma diminuicao
acentuada na D.O., conforme exemplo da figura 4.9.

No caso das estirpes MRSA, a presenca do Kéfigel® mostrou um efeito
bacteriostatico em trés das estirpes, nomeadamente MIJMC003, MIMC010 e MIMCO020,
conforme tabela 4.7 e exemplos da figura 4.10. Um efeito bactericida foi também
observado na estirpe MIJMCO014, logo nas primeiras horas de incubagéo (Figura 4.11).

Assim, os resultados sugerem que a presenca do Kéfigel® tem um efeito nas
estirpes S. aureus isoladas de ulceras do pé diabético e avaliadas neste trabalho sendo
que essa acdo € mais notdria nas estirpes MSSA, comparativamente as estirpes MRSA,
ja que apresentou atividade em 8 das 10 estirpes. Além disso, os resultados obtidos vém
confirmar a hipdtese anterior de que o Kéfigel® tem uma acdo mais bacteriostatica do

que bactericida.
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Tabela 4.7. Classificacdo do efeito no crescimento e valores médios da taxa especifica

de crescimento ().

Bactéria + Meio

Bactéria + Kefir

Bactéria + CN

MSSA M |/ efeito VI
MJMC 001 0,145 + 0,014 Bacteriostatico 0,072 £ 0,021
MJIMC 002 0,200 = 0,009 0,148 +0,074 0,162 + 0,021
MJIMC 004 0,130 + 0,003 Bacteriostatico 0,106 + 0,019
MJIMC 007 0,137 £ 0,003 Bacteriostatico 0,091 + 0,009
MJMC 008 0,155 + 0,004 Bacteriostatico 0,106 + 0,008
MJIMC 016 0,146 £ 0,017 0,140 £ 0,075 0,104 + 0,004
MJMC 018 0,152 + 0,028 Bactericida 0,098 0,010
MJIMC 021 0,177 £ 0,040 Bacteriostatico 0,090 + 0,004
MJIMC 024 0,104 + 0,001 Bacteriostatico 0,100 + 0,002
MJIMC 026 0,127 +0,002 Bactericida 0,108 + 0,004

Bactéria + Meio Bactéria + Kefir Bactéria + CN

MRSA M W/ efeito VI
MJMC 003 0,131 + 0,044 Bacteriostatico 0,105 + 0,009
MJIMC 009 0,116 + 0,048 0,115+ 0,031 0,143 £ 0,010
MJIMC 010 0,155 + 0,009 Bacteriostatico 0,151 + 0,040
MJIMC 011 0,102 + 0,059 0,093 +£ 0,077 0,155 + 0,026
MJIMC 014 0,170 + 0,040 Bactericida 0,107 £ 0,034
MJIMC 020 0,188 + 0,013 Bacteriostatico 0,158 + 0,005
MJIMC 022 0,170 + 0,004 0,156 + 0,074 0,128 +0,022
MJIMC 025 0,164 + 0,001 0,141 + 0,045 0,163 £ 0,019
MJIMC 027 0,142 £ 0,014 0,123 + 0,007 0,153 +0,032
MJIMC 029 0,148 £ 0,012 0,149 £ 0,010 0,160 + 0,023

Legenda: CN: Gentamicina; p: taxa especifica de crescimento; MSSA: Staphylococcus aureus sensiveis a

meticilina; MRSA: Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.
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Figura 4.6. Crescimento da estirpe MJMC021 em meio (A bact e B bact) e na presenca
de extrato de Kéfigel® (A Kef e B Kef)
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Figura 4.7. Crescimento da estirpe MJIMC024 em meio (A bact e B bact) e na presenca
de extrato de Kéfigel® (A Kef e B Kef)
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Figura 4.8. Crescimento da estirpe MJMC004 em meio (A bact e B bact) e na presenga
de extrato de Kéfigel® (A Kef e B Kef)
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Figura 4.9. Crescimento da estirpe MJMCO018 em meio (A bact e B bact) e na presenca
de extrato de Kéfigel® (A Kef e B Kef).
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Figura 4.10. Crescimento da estirpe MIJMCO020 em meio (A bact e B bact) e na
presenca de extrato de Kéfigel® (A Kef e B Kef)
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Figura 4.11. Crescimento da estirpe MIJMCO014 em meio (A bact e B bact) e na
presenca de extrato de Keéfigel® (A Kef e B Kef)
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A incubacdo das diferentes estirpes na presenca da gentamicina, serviu como
controlo positivo sendo a concentracio testada de 0,5 mg.mL™, e ajustados em funcéo
da D.O. estabelecida para estes ensaios. Contrariamente ao que seria de esperar, ndo se
observaram diferencas nas taxas de crescimento entre as estirpes incubadas com meio
de cultura, comparativamente as estirpes incubadas com caldo Muller-Hinton e
gentamicina. Estes resultados provavelmente devem-se a baixa concentracdo do
antibidtico testado. Também as concentracbes de Kéfigel® que foram testadas
corresponderam na realidade a 50% dos 40 mg.mL™ o que sugere que se a concentracao
testada aumentar podem ser observados efeitos bactericidas.

Vaérios estudos referem que a taxa de crescimento de S. aureus depende
fortemente do tipo de anido no meio de crescimento (Lo Nostro et al., 2005), da
temperatura, pH e NaCl (Dengremond e Membré, 1995), pelo que estudos
complementares serdo necessarios de modo a clarificar qual o contributo do Kéfigel®
nestes aspetos.

Por outro lado, outros autores notaram que o efeito antibacteriano do kefir
resultava da formacdo de uma pelicula, sobre as lesdes tratadas, com efeito
bacteriostatico, evitando assim a colonizacdo e infecdo bacteriana (Rodrigues et al.,
2005, Lopitz-Otsoa et al., 2006). Assim, 0 Kéfigel® parece ser bastante interessante no
potencial controlo das infe¢bes causadas por MSSA e MRSA, associadas a Ulceras do
pé diabético principalmente em infecbes classificadas como infecdo leve e em infecdo
moderada. Podera ser usado profilaticamente se usado continuamente ou como op¢édo
terapéutica em sinergia com os antibioticos, escolhidos de acordo com a gravidade da
infecdo, permitindo reduzir a dose destes em infecdes leves que ja se encontram num
estado um pouco mais avancado ou que ndo apresentaram uma boa resposta clinica com

0 antimicrobiano utilizado inicialmente.
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De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que os objetivos a que nos
propusemos foram atingidos j& que conseguimos avaliar o potencial biolégico do produto
comercial Kéfigel®. Os resultados da concentracdo minima inibitoria e da minima
atividade bactericida demostraram que apenas 0s extratos etanolicos apresentaram
atividade antibacteriana, sendo esta maioritariamente bacteriostatica. Quanto aos
extratos aquosos, estes demonstraram ndo ter qualquer atividade antibacteriana, na
concentragdo testada. Por outro lado, constatdmos que o Kéfigel® apresenta um efeito
antibacteriano ndo tanto por ser bactericida, mas mais por ser bacteriostatico, tal como

foi demonstrado pelos efeitos na taxa de crescimento.

Assim, somos levados a concluir que o Kéfigel® tal como é comercializado no
mercado, tem um potencial interesse como produto antibacteriano se usado
frequentemente em feridas de Ulceras do pé diabético porque limita a progressdo dos
isolados Staphylococcus aureus associados a esta doenca. N&o constitui uma alternativa
aos antibioticos, mas pode ser utlizado profilaticamente prevenindo assim o risco de
infecdo. Por outro lado, poderd vir a ser utilizado em associagdo aos antibidticos,
diminuindo assim o tempo de infecdo e da possivel ocorréncia de eventuais fenémenos
de resisténcia. Nesse sentido, mais estudos devem ser feitos, nomeadamente avaliar o
efeito do produto em maior concentracdo e avaliar o efeito sinérgico na presenca de
antibidticos.

Com o presente estudo podemos referir que o Kéfigel® apresenta alguma
atividade bioldgica e apesar de este ja ser um produto aprovado pelo Infarmed, como
cosmeético, os resultados deste trabalho podem ser inseridos num estudo pré-clinico

mais vasto de pesquisa de outras aplicaces.
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Anexo | — Meios de cultura

Meio 1- Meio BHI (Brain Heart Infusion) — Oxoid

Composicao g/L
Infusdo de cérebro de bezerro 12,5
Infusdo de carne de coracédo 50
Glicose 2,0
Cloreto de sodio 5,0
Hidrogenofosfato disodico 2,5
Proteose de peptona 10

Preparacdo: (a) Suspender 37g em 1L de agua destilada; (b) Esterilizar em autoclave a
121°C durante 15minutos.

Meio 2 — Meio Mueller-Hinton agar — Oxoid

Composicao o/L
Infuséo de carne desidratada 2
Caseina hidrolisada 17,5
Amido 15
Agar-agar 17

Preparacdo: (a) Suspender 38g em 1L de &gua destilada; (b) Esterilizar em autoclave a
121°C durante 15minutos; (c) Distribuir em placas.

Meio 3 — Meio Mueller-Hinton Broth — Oxoid

Composicao o/L
Infusdo de carne desidratada 2
Caseina hidrolisada 17,5
Amido 15

Preparacdo: (a) Suspender 21g em 1L de agua destilada; (b) Esterilizar em autoclave a
121°C durante 15minutos.
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