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Resumo

O aumento das infecgdes nosocomiais por K. oxytoca, uma bactéria gram-negativa
que afeta principalmente criangas, demanda a busca por novas substancias
antibacterianas. Nesse contexto, as nanoparticulas (NPs) surgem como uma
alternativa promissora devido as suas propriedades fisico-quimicas em escala
nanométrica. Entre elas, as nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnQO) e sulfeto de
zinco (ZnS) destacam-se por apresentarem menor toxicidade, alta eficacia contra
cepas resistentes e atividade em doses reduzidas, sem induzir resisténcia
bacteriana. Este estudo analisou o efeito dessas NPs em biofilmes bacterianos,
determinando as concentragées minimas inibitorias (CMI) através de ensaios de
XTT e espectrofotometria. Os resultados mostraram uma CMI média de 5,363
mg/mL para ZnO e 19,495 mg/mL para ZnS, sendo os dados para ZnO consistentes
com a literatura, enquanto os de ZnS apresentaram maior variabilidade. Os achados
reforgam o potencial das NPs de ZnO e ZnS como agentes antibacterianos eficazes,
contribuindo para o desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas em um cenario
de resisténcia crescente.

Palavras-chave: Klebsiella oxytoca; nanoparticulas; biofiime; XTT, Concentragao
Inibitéria Minima; ZnO; ZnS.



Abstract

The rising incidence of nosocomial infections caused by K. oxytoca, a robust gram-
negative bacterium primarily affecting children, highlights the urgent need for new
antibacterial substances. In this context, nanoparticles (NPs) emerge as a promising
alternative due to their unique physicochemical properties at the nanoscale. Among
these, zinc oxide (ZnO) and zinc sulfide (ZnS) nanoparticles stand out for their lower
toxicity, high efficacy against resistant strains, and activity at reduced doses without
inducing resistance mechanisms. This study investigated the effects of these NPs on
bacterial biofilms, determining the minimum inhibitory concentrations (MICs) through
XTT assays and spectrophotometric readings. The results indicated an average MIC
of 5.363 mg/mL for ZnO and 19.495 mg/mL for ZnS, with ZnO values aligning with
existing literature while ZnS results showed greater variability. These findings
reinforce the potential of ZnO and ZnS nanoparticles as effective antibacterial
agents, significantly contributing to the development of new antibacterial treatments
in an era of increasing resistance.

Keywords: Klebsiella oxytoca; nanoparticles; biofilm; XTT, Minimum inhibitory

concentration; ZnO; ZnS.
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1.  INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

As infec¢des bacterianas afetam cerca de 300 milhdes de pessoas por ano
no mundo, destas, dois milhdes resultam em O6bito em criangas. A resisténcia
bacteriana aos efeitos dos agentes antimicrobianos é atualmente uma séria questao
de saude publica, pois essas bactérias multirresistentes sdo mais dificeis de serem
controladas (Gupta et al., 2017; Smekalova et al., 2016). Esse aumento limita a
abordagem terapéutica aos pacientes, provocando uma alta na probabilidade de
falha do tratamento com antibiéticos e a possivel morte dos individuos (Gupta et al.,
2017). Além de doencas agudas, as infecgdes bacterianas podem resultar em
doencgas cronicas, principalmente como consequéncia da formagao de comunidades
bacterianas estruturadas em complexas matrizes exopolissacaridicas, denominadas
biofilmes. A complexidade da matriz do biofilme faz com que doencgas associadas a
este polimero sejam clinicamente mais desafiadoras, tanto no diagndstico quanto no

tratamento (Caetano, 2018).

Biofilmes sao estruturas dindmicas aderidas a uma superficie que
proporcionam mais resisténcia as bactérias, em relagcéo a antibiéticos e biocidas. As
bactérias sao responsaveis por secretar compostos poliméricos, como
exopolissacarideos, acidos nucleicos e proteinas, chamados de substancias
poliméricas extracelulares (EPS), que funcionam como um suporte para a formagéao
dos biofilmes, mantendo sua integridade estrutural e conferindo um ambiente ideal
para o crescimento celular (Rabin et al., 2015). A producado de biofilmes por
bactérias encontradas no cotidiano representa constante perigo a saude humana
(Sadiq et al., 2017). Os biofilmes bacterianos representam um constante risco em
ambientes hospitalares, principalmente para pacientes submetidos a canulacdes
crbnicas principalmente para alimentagcdo via sondas enterais, veiculagdo de

farmacos ou de drenagens (Srey, Jahid E Ha, 2013).

A formacgéo do biofilme, mostrado na Figura 1, se da pela unido de células
plancténicas, inicialmente reversivel, que com a produgcdo de polimeros
extracelulares pelos microrganismos, se torna irreversivel. Microcol6nias comegam
a se formar no interior do biofilme maduro com estruturas tridimensionais

complexas, envolvendo canais de agua e poros (Costerton, 1999).



Figura 1 - Formacgao de biofilmes.
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Fonte: Rabin et al., 2015.

Entre as bactérias patogénicas produtoras de biofilme, O género Klebsiella
enterobactérias patogénicas gram-negativa, anaerdbia e produtora de toxinas. Elas
podem ser encontradas na agua, solo, intestino de animais, nasofaringe e trato
intestinal do ser humano. E conhecida por causar infecgdes respiratérias e no trato
urinario, e em especial a espécie oxytoca, que pode causar infec¢gdes em tecidos

moles e no sangue, além de citotoxinas nos 6rgaos acometidos (Neog et al., 2021).

Assim, a Klebsiella oxytoca € conhecida por causar colite hemorragica e
surtos em Unidades de Terapia Intensiva Neonatais (UTIN), sendo um dos agentes
infecciosos nosocomiais (hospitalares) mais comuns, apos a espécie pneumoniae.
Ela foi detectada em 4,7% dos pacientes com doencas inflamatérias intestinais, em
14% com Influenza A, em 25,5% de bebés nas UTIN e em 1,4% de pacientes
adultos em UTls. (Yang et al., 2022). Um estudo em trés hospitais importantes do
Ird, relatado por Yang (2022), entre 2011 e 2016, mostrou que a K. oxytoca foi
isolada em 9,2% dos pacientes com colite hemorragica associada a antibiéticos
(AAHC).

Isso ocorre devido ao sucesso que a bactéria tem gracas a robustez de seu
biofilme e aos demais aspectos patogénicos produzidos apods a sua fixagdo em uma
superficie bidtica ou abidtica. Entre seus fatores de viruléncia, isto €, estruturas e
propriedades bacterianas que a ajudam no mecanismo infeccioso e de formacéao do
biofiime, ganham destaque as citotoxinas chamadas tilivalinas e as adesinas
fimbriais, do tipo 1 e 3, que sado codificadas pelos genes fimA e mrkA,

respectivamente. Elas possuem propriedade adesiva, o que contribui, em conjunto



com a colonizacao, para a formagao de biofilmes (Alkhudhairy et al., 2019). Essa
formacgao representa um grande risco a saude publica, ja que sua complexidade
torna as doengas associadas ao polimero mais dificeis de serem tratadas (PrUss et
al., 2002).

Além disso, a K. oxytoca pode apresentar determinantes moleculares, ou
seja, genes de codificacdo, de beta-lactamases de espectro expandido (ESBL),
como blacry.y, blarew € blagyy, . As ESBL sdo enzimas que garantem resisténcia a
uma ampla gama de antibidticos beta-lactamicos, incluindo penicilinas,
cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracdes e algumas carbapenenases
(Ghasemian et al., 2019). E ainda, novos estudos mostram que a K. oxytoca nao €
apenas uma espeécie, € um complexo que compreende pelo menos seis espécies:
Klebsiella grimontii, Klebsiella huaxiensis, Klebsiella michiganensis, K. oxytoca,
Klebsiella pasteurii e Klebsiella spallanzanii, como mostrado na Figura 2. Com isso o

tratamento de infec¢des devido a essa bactéria se tornam mais dificultosos (Yang,

2022).
Figura 2 - Arvore filogendmica baseada na sequéncia nucleotidica concatenada dos genes
centrais das espécies de Klebsiella.
Species/Taxa Strain/Isolate Accession no.

— Kluyvera intermedia NCTC 121257 GCA_900635475.1

Kluyvera cryocrescens NBRC 1024677 GCA_001571285.1

Kluyvera georgiana ATCC 516037 GCA_001654985.1

E Kluyvera sichuanensis 0906467 GCA_014218705.1

Kluyvera ascorbata ATCC 334337 GCA_000735365.1
Scale Klebsiella aerogenes KCTC 21907 GCA_000215745.1
— — *l — Klebsiella variicola DSM 159687 GCA_000828055.2
0.1 Klebsiella quasipneumoniae 01A030" GCA_000751755.1
Klebsiella pneumoniae FDAARGOS_7757 GCA_006364295.1
Klebsiella africana SB58577 GCA_900978845.1
Klebsiella quasivariicola KPN17057 GCA_002269255.1

Raoultella terrigena NBRC 149417 GCA_006539725.1

Raoultella electrica DSM 1022537 GCA_006711645.1

Raoultella ornithinolytica NBRC 1057277 GCA_001598295.1

- Raoultella planticola ATCC 335317 GCA_000735435.1
100 —_— Klebsiella indica TOUT106" GCA_005860775.1
Klebsiella spallanzanii $B64117 GCA_902158555.1
70 il Klebsiella huaxiensis WCHKIo90001T GCA_003261575.2
Bootstraps KlebsiellaTaxon 3 RHBSTW-00484* GCA_013705725.1
KlebsiellaTaxon 1 67* GCA_003201885.1
KlebsiellaTaxon 2 P620* GCA _009707385.1
. Other Klebsiella species Klebsiella oxytoca NCTC 137277 GCA_900636985.1
Klebsiella michiganensis CCUG 665157 GCA 009173485.1
. Klebsiella oxytoca complex Klebsiella pasteurii SB6412' GCA_902158725.1
Klebsiella grimontii 06D0217 GCA_900200035.1

Fonte: Yang, 2022.

A patogenicidade da K. oxytoca esta relacionada com as citotoxinas que ela é

capaz de liberar, em especial a tilivalina, que induz a morte celular por meio da



inibicdo da sintese de DNA. Um estudo de Neog (2021) indica que o perfil
transcriptdmico da tilivalina mostra que ela pode afetar processos de reparos de
danos do DNA, metabolismo do nitrogénio e triagem metabdlica do RNA (conjunto
de processos pelos quais as células regulam a produg¢ao, modificagcao, transporte, e
degradagdo do RNA). Outra citotoxina encontrada foi a tilimicina, que aumenta a
viruléncia de microbiotas e atua como genotoxina (agente que causa danos ao
material genético de uma célula) (Neog et al., 2021). As vias biossintéticas de

ambas estdo demonstradas na Figura 3.

Figura 3 - Via biossintética da tilivalina e da tilimicina, ambas sintetizadas via bimodular de

sintetase de peptideo néo ribossomal (NRPS), que envolve trés proteinas: NpsA, ThdA e NpsB.
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Fonte: Neog et al., 2021.

A necessidade de se encontrar substancias antibacterianas se torna, entao,
vital, e nesse contexto ganham importancia as nanoparticulas (NPs), que possuem
caracteristicas unicas fisicas e quimicas, em nanoescala. Isso as permite ter uma
interagcdo com os sistemas celulares bacterianos, que podem ser ajustadas através
da funcionalizacdo de superficie apropriada, € nao geram mecanismos de

resisténcia como antibioticos (Fulindi et al., 2023).

Dentre as NPs, ganham destaque as de 6xido de zinco (ZnO) e sulfeto de

zinco (ZnS), ja que essas NPs inorganicas apresentam vantagens como menor



toxicidade, maior eficacia contra cepas resistentes de microrganismos e atividade
em pequenas quantidades principalmente por ndo gerarem mecanismos de
resisténcia. Isso se torna possivel gragas a caracteristicas como estabilidade fisica
e quimica, atividade antibacteriana eficaz e grande poder catalitico. As NPs de ZnO
possuem oOtimas propriedades semicondutoras, antifungicas, antioxidantes e
principalmente antibacterianas, além disso possuem alta estabilidade quimica e
toxicidade minima. E, de acordo com a Food and Drug Administration (FDA), elas
sao reconhecidas como 6xido metalico seguro, aumentando sua gama de utilizagao

para revestimentos de alimentos e sistemas bioldgicos (Tran, 2024).

Portanto, essas NPs sdo promissoras no combate a formacao de biofilmes,
principalmente o ZnS que tem se mostrado como novidade e com resultados

comprovados na inibicdo na formacao de biofilmes (Fulindi et al., 2023)

Para avaliar as vias metabdlicas de producao de biofilmes, foi empregada a
técnica de qPCR. A técnica denominada PCR, Polymerase Chain Reaction, tem
sido usada para a clonagem de alta eficiéncia de sequéncias gendbmicas gragas a
sua capacidade de amplificacdo de sequéncias especificas de DNA, intacto ou
fragmentado. A reacido é baseada na adicdo de reagentes denominados primers,
dois oligonucleotideos iniciadores, que irdo complementar a sequéncia conhecida
do DNA-alvo, quatro desoxirribonucleosideos trifosfatados (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) e a enzima termoestavel Taqg DNA-polimerase (Pereira; Petrechen, 2011). Um
dos métodos existentes dentro da PCR, é a qPCR, a PCR em tempo real. Essa
ferramenta demanda o uso de marcadores fluorescentes na reagdo, junto com os
outros componentes, como o TagMan e o SYBR Green. O Uultimo emite
fluorescéncia quando intercalados entre as fitas duplas de DNA, tornando a reacéao

visivel durante os ciclos da PCR (Thornton; Basu, 2015).

Assim, neste trabalho propbe-se estudar e padronizar os mecanismos
reguladores da producéo e secrec¢ao de biofilmes de Klebsiella oxytoca por meio da

acao das NPs de Oxido e Sulfeto de Zinco através das técnicas de XTT e RT-qPCR.



2. OBJETIVOS

21. Gerais
O projeto objetiva analisar a influéncia de nanoparticulas de ZnO e ZnS na
expressdao dos genes mrkA e fimA, que atuam diretamente na formagao,

manutengao e maturagéo do biofilme de Klebsiella oxytoca.

2.2. Especificos

- Determinar o potencial antibacteriano das nanoparticulas de zinco estudando
o metabolismos energético de células vivas;

- Analisar a influéncia do tratamento das nanoparticulas de zinco sobre os
genes alvos, mrkA e fimA, envolvidos na formacgao do biofilme de K. oxytoca;

- Estudar a técnica de extragdo do RNA para analise por RT-qPCR.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Crescimento bacteriano e padronizagao do inéculo

Foram utilizadas K. oxytoca, cepas ATCC 13182 de cultivadas, em placa de
petri, em 15 mL do meio sdlido agar Mueller Hinton. Entdo, apds a solidificagcao de
do meio, indculos ja preparados foram plaqueados usando o método de
esgotamento. Apds 24 horas do plaqueamento, com crescimento a 37°C foi feita
uma analise do crescimento bacteriano e caso multiplas coldénias aparecessem, ou
seja, caso houvesse a formacéo de “tapetes”, o indculo seria padronizado em 108
UFC/mL, valor confirmado a partir da leitura das absorbancias em espectrofotémetro
a 625 nm.

Figura 4 - In6culo bacteriano.



Fonte: Elaborado pelos autores.

3.2. Obtencdo das concentragoes de nanoparticulas de zinco para

tratamento do in6culo Bacteriano

Este teste foi importante para definir as condi¢gdes de crescimento bacteriano
em placa de poliestireno, de 96 pocgos e as concentragdes de nanoparticulas de ZnO
e ZnS referente a concentragéo inibitéria minima (CIM) e ao IC50 (concentragéo de
inibicdo de 50%) que foram utilizadas nos ensaios para a avaliagdo de alteragdes
nas vias metabdlicas. Todos os pogos da placa foram preenchidos com 100uL de
in6culo bacteriano e 100uL de caldo Mueller Hinton. A solugao estoque de ZnO a 40
mg/mL foi preparada com 40mg de NPs ZnO em pd, e 1mL de agua MilliQ, assim
como a de ZnS, porém a ultima com concentragao de 80 mg/mL, ou seja, preparada
com 80mg de NPs ZnS e com adigcéo de 10uL de DMSO (1% v/v).

Para inicio dos testes com ZnO, foram adicionados 100uL da solugéo estoque
(40 mg/mL) de ZnO na primeira coluna da placa de 96 pogos, com 100uL de caldo.

De maneira analoga, foram adicionados 50uL de ZnS e 150uL de caldo para



complementar o volume. Os pocos entdo foram homogeneizados e foram
transferidos 100uL do conteudo para a coluna seguinte, de maneira sucessiva, até
todas as colunas estarem preenchidas, seguindo os padrbes de microdiluicdo da

CSLlI., de acordo com a Tabela 1. O branco (coluna 12) continha apenas caldo.

Tabela 1 - Microdiluicdo das solugdes de ZnO e ZnS.

Pogos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

20 10 5 2,5 1,25 0,625 0,3125 | 0,1562 | 0,0781 0,0391 0,0195
ug/mL ug/mL ng/mL ug/mL pg/mL ug/mL ug/mL ng/mL ug/mL ug/mL nug/mL

Zn0O Branco

40 20 10 5 2,5 1,25 0,625 0,3125 | 0,1562 | 0,0781 | 0,0391
ug/mL pg/mL ug/mL ug/mL pg/mL ug/mL pg/mL ng/mL ug/mL pg/mL ug/mL

ZnS Branco

Fonte: Elaborada pelo autor.

Apds vinte e quatro horas, o ensaio utilizando XTT (descrito no item 11I.C)
sera realizado para avaliar o metabolismo energético a fim de quantificar a

viabilidade celular e determinar as concentracdes de CIM e IC50.

Figura 5 - Solugéo de nanoparticulas.

Fonte: Autores, 2023.

3.3. Avaliagao do metabolismo energético bacteriano

Para a avaliacdo do metabolismo energético sera utilizada a metodologia
descrita por Peeters, Nelis e Coenye (2008). Brevemente, o uso do sal tetrazdlico
XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
[phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide), permite avaliar o efeito das

NP-Zn, ativadas, sobre as enzimas desidrogenases dependente de NADH



(Nicotinamida Adenina Dinucleotideo reduzida - doador de elétrons), influenciando a
reducdo do composto a formazana. Esta reagédo foi monitorada no comprimento de
onda de 490nm. A preparagdo da solugcédo estoque de XTT (Sigma) foi feita pela
solubilizacdo de 4 mg do sal em 10 mL de PBS 5 mM, pH=7,2, pré aquecido a 37°C.
Esta solugédo é suplementada com 100uL de menadiona (carreador de elétrons-CE)
estoque preparada pela solubilizagdo de 55 mg de bissulfato de s6dio menadiona
(Sigma) em 100mL de acetona. O teste de viabilidade bacteriana, planctdnica ou
biofilme, por pogo da microplaca, ¢é feito pela adicado de 100uL de PBS e 100uL da
solugado de XTT-menadiona, com incubagéo de 5 horas a 37°C ao abrigo da luz. A
absorbancia sera lida em 490 nm (PEETERS; NELIS; COENYE, 2008). Para o
calculo de células viaveis sao utilizadas duas equacdes, uma para o tratamento de

dados (l) e uma para a porcentagem de células viaveis (ll).

Absorbancia = Absorbancialida — controle de veiculo Equacéo |

Absorbancia
Controle positivo 100

Células viaveis = Equacao Il

3.4. Extracgao e purificagao de RNA bacteriano

Posteriormente ao cultivo bacteriano, os indculos foram centrifugados 12.000
RPM por 10 minutos a 22°C, o sedimento bacteriano resultante foi ressuspenso em
100 uL de uma solugao de lise e pré-aquecido a 37°C por 10 minutos. O RNA
bacteriano foi extraido segundo orientagdes do fabricante do kit RNAspin MiniTM
com algumas mudangas: 350 pL de solugdo de lise contendo 3,5 pL de
beta-mercaptoetanol foram adicionados ao sedimento bacteriano e misturada em
vortex. As impurezas foram filtradas no RNAspin Mini e novamente centrifugado e,
em seguida, adicionados 350 pL de etanol 70%. Os RNAs foram retidos pela
filtracdo na coluna RNAspin Mini e lavados pela adicido de 350 uL da solucdo MDB
(tampao de dessalinizacao). A eluicdo dos RNAs da coluna foi feita pela adicao de
50 uL de agua RNAse e o RNA extraido foi armazenado em freezer a -80°C. A
quantificacdo e pureza dos RNAs extraidos foram determinadas pela leitura das

absorbancias a 260 nm e 280 nm em espectrofotdmetro (Agilent Bioanalyzer).



3.5. Reagao de RTgPCR

Para a padronizagcdo do RT-qPCR foi usada a metodologia descrita em
Schmittgen (2008). Brevemente, uma solugdo contendo a enzima transcriptase
reversa, tampao SuperScript Il e o RNA purificado tratado com DNase, foi incubada
a 50°C durante 30 minutos. Apos a produgdo do cDNA, a reagdo de gqPCR foi
padronizada utilizando 2uL de cDNA e 0.5 uL de cada primer apresentado na Tabela
2, em tampao OneStep (ThermoFischer) contendo os oligonucleotideos, enzima
TagDNA polimerase, magnésio/manganés e o fluoréforo SYBR Green. A reagao foi
padronizada para cada conjunto de primersC (Tabela 2), nas condicbes de
desnaturacao a 95°C, anelamento a 60° e extensao a 72°C. A amplificacdo/deteccao
de cDNAs foi realizada pelo sistema da Applied Biosystems 7500. Como controle de

expressao (gene de referéncia) foi usado o rRNA 16S.

Tabela 2 - Genes alvo para amplificagao por RT-PCR.

Gene alvo Primer Sequéncia 5’-3’ Temperatura (°C)
mrkA-F CTGGCCGGCGCTACTGC 61
TAAG
mrkA
mrkA-R CACCCGGGATGATTTTGT 61
TGG
fimA-F GCACCGCGATTGACAGC 61
fimA
fimA-R CGAAGGTTGCGCCATCC 61
AG
16S-F TGATCCTGGCTCAGGAT 60
16S RNA
16S-R TTCGCTCGACTTGCATG 60

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a avaliagdo da expressao diferencial dos genes mrkA e fimA, nos

diferentes tratamentos, a metodologia 2-24¢,



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Concentragoes de 6xido de zinco para tratamento

Foi realizado o teste com XTT em placas de 96 pocos, com diluicao seriada
celular conforme as colunas, com a primeira apresentando 102 UFC/mL e a ultima, 1
UFC/mL. As linhas 4 e 5 foram usadas para controle de veiculo, positivo e negativo.

As nanoparticulas de zinco estao presentes na concentragdo de 40 mg/mL.

Figura 6 - Resultado Ensaio de XTT.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A diferenga de cor resulta do metabolismo enérgico bacteriano. com a
diferenga de cores e intensidade é possivel avaliar a Concentragao Inibitéria Minima
(CIM) e Concentragao de Inibicdo de 50% (1C50).

Os resultados encontrados em espectrofotometro apds leitura estdo contidos

na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados do espectrofotdmetro - dados brutos ZnO.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A |1,957)1,320)|0,925|1,018|2,632|2,484 | 2,437 | 2,495| 2,587 | 2,717 | 3,105 | 2,834

B |2,058(1,125|0,932 |1,444|2,420|2,372 2,491 | 2,428 | 2,574 | 2,645 | 2,610 | 2,741

C ]1,970]1,323|0,914 |1,435] 2,511 | 2,563 | 2,492 | 2,497 | 2,591 | 2,602 | 2,514 | 2,714

Fonte: Elaborado pelo autor.



Como as estruturas das nanoparticulas podem superestimar resultados em
funcdo de sua agregacéo e seus efeitos de superficie, foi feito um calculo subtraindo
o controle de veiculo (CV), DO,y .m dos interferentes, das concentragbes geradas
em cada pog¢o na leitura do espectrofotdbmetro (Equacgéo 1). Os resultados estédo

contidos na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados do espectrofotdbmetro - dados tratados ZnO.

1 2 & 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 10,017 | 0,040 |-0,055 (0,542 | 2,299 | 2,212 2,183 | 2,251 | 2,336 | 2,466 | 2,854 | 2,583

B 10,118 [-0,155(-0,048| 0,968 | 2,087 | 2,100 | 2,237 | 2,184 | 2,323 | 2,394 | 2,359 | 2,490

C 10,030 0,043 [-0,0660,959 | 2,178 | 2,291 | 2,238 | 2.253 | 2,340 | 2,351 | 2,263 | 2,463

Media | 0,055 |-0,024]-0,056|0,823 | 2,188 | 2,201 | 2,219 (2,229 | 2,333 | 2,404 | 2,492 | 2,512

Pesvio | ) 055 | 0,113 | 0,009 | 0,243 | 0,106 | 0,096 | 0,031 | 0,039 [ 0,009 | 0,058 | 0,317 | 0,063

Padrdo

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com os dados obtidos e com a ajuda da Equacéao I, foi possivel determinar a
porcentagem de células viaveis em cada pogo. O controle positivo, representado
pelos pocos 10, 11 e 12D apresentaram média de absorbancia de DO,yy,n=2,621, €

foi considerado que continham 100% de bactérias vivas.

Tabela 5 - Porcentagem de células viaveis ZnO.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,65 | 1,53 | -2,10 | 20,68 [ 87,71 | 84,40 | 83,29 [ 85,88 | 89,13 | 94,09 | 108,9 | 98,55

B 4,50 |-5,91]-1,83 [36,93 79,63 (80,12 | 85,35 83,33 | 88,63 [ 91,34 | 90,00 | 95,00

C 1,14 | 1,64 | -2,52 | 36,59 | 83,10 | 87,41 | 85,39 [ 85,96 | 89,28 | 89,70 | 86,34 | 93,97

Média | 2,10 [-0,92 | -2,15 | 31,40 | 83,48 | 83,98 | 84,68 | 85,06 | 89,01 | 91,71 | 95,08 | 95,84

Desvie ) 510 | 4,33 | 0,35 | 929 | 4,06 | 3,66 | 1,20 | 1,50 | 0,34 | 2,22 [12,10| 2,40

Padrao

Fonte: Elaborado pelo autor.



O ensaio de XTT (2,3-bis
[2-metoxido-4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrazodlio-5-carboxanilida) permite visualizar as
células viaveis nas placas, pois apenas elas sao capazes de reduzir os sais de XTT
a compostos de formazana, tornando possivel a avaliagdo da influéncia das
nanoparticulas de zinco no crescimento bacteriano, ja que a reducéo torna o meio
laranja avermelhado (MAGANA-MONTIEL, 2024).

A partir dos resultados apresentados e com a ajuda do software GraphPad
Prisma 8, foi possivel plotar um grafico com o log da concentracdo de ZnO
(log[ZnO]) pela quantidade de células viaveis, em porcentagem. Os Graficos 1,3 e 5
mostram o estudo, para a linha A, B e C, apds normalizacédo dos dados para facilitar

a analise estatica, reduzir erros e melhorar a visualizacao.

Grafico 1 - Log da concentragao de ZnO pela porcentagem de células viaveis - linha A.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em posse desses dados, foi feita uma regressédo nao linear, com a ajuda do
software, para analise de IC50 e MIC. A curva escolhida foi de dose-resposta

(inibicdo) e os resultados estao apresentados no Grafico 2.



Grafico 2 - Regresséo néo linear dos dados, com curva dose-resposta inibitdria - linha A.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
O mesmo foi feito para os dados da linha B e os resultados estao

apresentados nos Graficos 3 e 4.

Grafico 3 - Log da concentragao de ZnO pela porcentagem de células viaveis - linha B.
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Grafico 4 - Regresséao nao linear dos dados, com curva dose-resposta inibitdria - linha B.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Por fim, foram plotados os dados da linha C, apresentados nos Graficos 5 e



Grafico 5 - Log da concentracdo de ZnO pela porcentagem de células viaveis - linha C.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Grafico 6 - Regressédo nao linear dos dados, com curva dose-resposta inibitéria - linha C.
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Os dados de IC50 e CIM obtidos foram apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Valores de IC50 e CIM para tratamento com ZnO.

Linha IC50 (mg/mL) MIC (mg/mL)
A 3,774 7,548
B 7,987 15,974
C 4,328 8,656

Fonte: Elaborada pelo autor.

Analisando os resultados obtidos, € possivel notar que condiz com a
literatura, ja que Fulindi (2023) apresentou um resultado de 4 mg/mL para o
tratamento de K. oxytoca com ZnO, nas mesmas concentragées. O resultado
também é confirmado pela placa, que mostra as colunas 1, 2 e 3 amareladas, ou
seja, sem células viaveis. A partir da coluna 3, o valor da concentragéo de ZnO é

compativel com o encontrado na literatura e no estudo realizado.
4.2. Concentragoes de sulfeto de zinco para tratamento

Com a mesma metodologia utilizada no item IV.a., foram realizados testes
com ZnS (sulfeto de zinco), nos pogos de linha F, G e H da Figura 4. Porém nesse
estudo, a nanoparticula possuia concentragdo de 80 mg/mL Os resultados estédo

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados do espectrofotdmetro - dados brutos ZnS.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

F 1,149 (1,947 13,294 12,773 | 2,798 | 1,952 | 2,389 | 1,245 | 2,529 | 2,471 | 2,427 | 2,524

G (1,788 (1,482]3,693 | 3,426 | 2,662 | 2,300 | 2,429 (1,581 | 2,485 | 2,422 | 2,408 | 2,406

H 1,798 (1,820 | 3,712 12,760 | 2,620 | 2,750 | 2,407 | 2,398 | 2,398 | 2,448 | 2,600 | 2,470

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados foram tratados e apresentados na Tabela 8.



Tabela 8 - Resultados do espectrofotdmetro - dados tratados ZnS.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
F [-0,130(1,515|2,614 | 2,281 | 2,478 | 1,747 | 2,125 [ 1,061 | 2,256 | 2,198 | 2,154 | 2,251
G 0,509 [ 1,050 | 3,013 12,934 | 2,342 | 2,095 | 2,165 [ 1,397 | 2,212 |1 2,149 1 2,135 | 2,133
H |[0,519(1,388]3,032 [2,268 | 2,300 | 2,545 | 2,143 | 2,214 | 2,125 | 2,175 | 2,327 | 2,197
Média | 0,299 | 1,318 | 2,886 | 2,494 | 2,373 | 2,129 | 2,144 | 1,557 | 2,198 | 2,174 | 2,205 | 2,194
E::raz 0,372 | 0,240 0,236 | 0,381 | 0,093 | 0,400 | 0,020 | 0,593 | 0,067 | 0,025 | 0,106 | 0,059
Fonte: Elaborado pelo autor.
E a porcentagem de células viaveis apresentadas na Tabela 9.
Tabela 9 - Porcentagem de células viaveis - ZnS.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
F -4,96 |57,80(99,73 | 87,03 | 94,54 | 66,65 | 81,08 | 40,48 | 86,07 | 83,86 | 82,18 | 85,88
G 19,42 140,06 | 114,9 |111,94| 89,36 | 79,93 | 82,60 | 53,30 | 84,40 | 81,99 | 81,46 | 81,38
H 19,80 152,96 | 115,6 | 86,53 | 87,75 97,10 | 81,76 | 84,47 | 81,08 | 82,98 | 88,78 | 83,82
Media | 11,42 | 50,27 | 110,1 | 95,17 | 90,55 | 81,23 | 81,81 | 59,42 | 83,85 | 82,95 | 84,14 | 83,70
E::rva"; 14,19 | 9,17 | 9,01 [14,53| 3,55 [ 15,26 | 0,76 |22,62| 2,54 | 0,94 | 4,04 | 2,25

Prisma 8, foi possivel plotar um grafico com o log da concentragdo de ZnS
(log[ZnS]) pela quantidade de células viaveis, em porcentagem. Os Graficos 7, 9 e

11 mostram o estudo, para a linha F, G e H, apds normalizagcdo dos dados para

Fonte: Elaborado pelo autor.

facilitar a analise estatica, reduzir erros e melhorar a visualizagéo.

A partir dos resultados apresentados e com a ajuda do software GraphPad




Grafico 7 - Log da concentracdo de ZnS pela porcentagem de células viaveis - linha F.
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Grafico 8 - Regressao nao linear dos dados, com curva dose-resposta inibitoria - linha F.
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Grafico 9 - Log da concentracdo de ZnS pela porcentagem de células viaveis - linha G.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Grafico 10 - Regressao nao linear dos dados, com curva dose-resposta inibitéria - linha G.
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Grafico 11 - Log da concentragédo de ZnS pela porcentagem de células viaveis - linha H.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Grafico 12 - Regressédo nao linear dos dados, com curva dose-resposta inibitéria - linha H.

—
<o
o

Viabilidade celular (%)
3
NN NN NN NN

-2 -1 0 1 2
log [ZnS]

Fonte: Elaborado pelo autor.



A partir dos dados e dos graficos gerados foi possivel construir a Tabela 10,

com os valores de IC50 e CIM com tratamento com nanoparticulas de ZnS.

Tabela 10 - Valores de IC50 e CIM para tratamento com ZnS.

Linha IC50 (mg/mL) MIC (mg/mL)
F 96,91 193,82
G 19,28 38,56
H 19,71 39,42

Fonte: Elaborada pelo autor.

Analisando a Tabela 10, é possivel notar que o resultado da linha F (IC50 =
96,91 mg/mL) esta destoando dos demais. Isso & confirmado também durante a
analise do Grafico 8. Na placa é possivel observar que apenas as colunas 1 e 2
apresentam tom amarelado, o que condiz com o encontrado em estudo, ja que na
coluna 2, a concentragao de ZnS era de 20 mg/mL. No estudo de Fulindi (2023) o
valor encontrado foi de 4 mg/mL. A divergéncia pode ser explicada por erros de

pipetagem, sintese e instabilidade da NP de sulfeto de zinco.
4.3. PCRreal time quantitative (RT-qPCR)

A técnica de RT-gPCR tem como inteng¢ao confirmar os resultados obtidos ao
longo do estudo. Porém a técnica de extracdo e purificagdo com a bactéria K.
oxytoca nao obteve sucesso. Foram feitas diversas tentativas que nao resultaram
com sucesso. Isso pode ter ocorrido em virtude de varias hipéteses como
degradacdo ou contaminagdo da amostra, estagio de crescimento das células
(afetam a quantidade e qualidade de RNA), erros de manuseio e armazenamento e
dificuldade na lise celular, em razdo da estrutura robusta das paredes celulares da

K. oxytoca.



5. CONCLUSAO

O aumento crescente dos casos de infecgdes nosocomiais por K. oxytoca,
uma bactéria gram-negativa robusta, que afetam principalmente criangas, traz a
necessidade da busca por substancias antibacterianas, e, nesse cenario, as
nanoparticulas (NPs) emergem como uma solugdo promissora, devido as suas
propriedades fisico-quimicas distintas em escala nanométrica.

Entre as nanoparticulas (NPs), as de 6xido de zinco (ZnO) e sulfeto de zinco
(ZnS) se destacam, pois apresentam vantagens como menor toxicidade, alta
eficacia contra cepas microbianas resistentes e atividade em doses reduzidas,
principalmente por ndo induzirem mecanismos de resisténcia. Essas propriedades
resultam de caracteristicas como estabilidade fisico-quimica, forte atividade
antibacteriana e elevado potencial catalitico.

Com o objetivo de se estudar o efeito dessas NPs em biofilmes bacterianos,
foi feito a analise das concentragdes minimas necessarias para inibir o crescimento
bacteriano, com ensaios de XTT e leitura em espectrofotdmetro.

Os valores médios encontrados para a concentracdo de NPs foram de 5,363
mg/mL para ZnO e 19,495 mg/mL (desconsiderando o resultado divergente) para
ZnS. Os resultados para a NP de sulfeto de zinco foram mais divergentes, tanto
entre si, como da literatura. Ja os de ZnO condizem com estudos anteriores.

Os resultados deste estudo reforcam a importancia das nanoparticulas de
oxido de zinco (ZnO) e sulfeto de zinco (ZnS) como agentes antibacterianos
eficazes, contribuindo significativamente para o desenvolvimento de novos
tratamentos antibacterianos, ampliando o leque de opg¢des terapéuticas em um

cenario de resisténcia crescente.



REFERENCIAS

ALKHUDHAIRY, M. K. et al. Comparison of adhesin genes expression among
Klebsiella oxytoca ESBL-non-producers in planktonic and biofilm mode of growth,
and imipenem sublethal exposure. Microbial Pathogenesis, [S.L.], v. 134, p.
103558, set. 2019. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.micpath.2019.103558.
CAETANO, Ana Carolina Lopes. Biofilmes e Antimicrobianos. 2018. 66 f. Tese
(Mestrado) - Curso de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Fernando Pessoa,
Porto, 2018.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Methods for dilution
antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow aerobically: approved
standard—eleventh edition (CLSI M07 ed. 11). 2018. Disponivel em:
https://clsi.org/media/1928/m07ed11_sample.pdf.

COSTERTON, J. W.; STEWART, P. S.; GREENBERG, E. P. Bacterial biofilms: a
common cause of persistent infections. Science, Washington, v. 284, n. 5418, p.
1318-1322, 21 maio 1999. DOI: 10.1126/science.284.5418.1318. Disponivel em:
https://www.science.org/doi/10.1126/science.284.5418.1318.

EMAMI-KARVANI, Z. Antibacterial activity of ZnO nanoparticle on Gram-positive and
Gram-negative bacteria. African Journal Of Microbiology Research, [S.L.], v. 5, n.
18, p. 1368-1373, 12 jun. 2012. Academic Journals.
http://dx.doi.org/10.5897/ajmr10.159. Disponivel em:
https://academicjournals.org/article/article 1380805340 _Emami-Karvani%20and%20
Chehrazi.pdf. Acesso em: 24 maio 2022.

FULINDI, R. B. et al. Processo de inibicdo da formacgao de biofilmes
bacterianos por nanoparticulas de zinco. Depositante: Universidade Estadual
Paulista "Julio de Mesquita Filho". Procurador: Renan Padron Almeida BR no 10
2021 025148 4. Depdosito: 15 de dezembro de 2021.

GHASEMIAN, A.; MOBAREZ, A. M. Expression of adhesin genes and biofilm
formation among Klebsiella oxytoca clinical isolates from patients with
antibioticassociated haemorrhagic colitis. Journal of Medical Microbiology,
Microbiology Society, v. 68, n. 7, 28 mai. 2019. Disponivel em:
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jmm/10.1099/jmm.0.000965#ci
ted. Acesso em: 6 out. 2024.

GHASEMIAN A, Mobarez AM, Peerayeh SN, Bezmin Abadi AT. The association of
surface adhesin genes and the biofilm formation among Klebsiella oxytoca clinical
isolates. New Microbes and New Infections], v. 27, p. 36-39, 2019. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.nmni.2018.07.001.

GUPTA, A. et al. Synergistic antimicrobial therapy using nanoparticles and antibiotics
for the treatment of multidrug-resistant bacterial infection. Nano Futures, v. 1, n. 1,
p. 015004, 2017.


http://dx.doi.org/10.1016/j.micpath.2019.103558
https://clsi.org/media/1928/m07ed11_sample.pdf
https://clsi.org/media/1928/m07ed11_sample.pdf
https://doi.org/10.1016/j.nmni.2018.07.001
https://doi.org/10.1016/j.nmni.2018.07.001

GUPTA A, Landis RF, Rotello VM. Nanoparticle-Based Antimicrobials: Surface
Functionality is Critical. F1000Research, v. 5, p. 364, 2016.

LEONEL, T.F. et al. The Influence of Cooper and Chromium lons on the Production
of Exopolysaccharide and Polyhydroxybutyrate by Rhizobium tropici LBMP-CO01.
Journal Of Polymers And The Environment, [S.L.], v. 27, n. 3, p. 445-455, 2 jan.
2019. Springer Science and Business Media LLC.
http://dx.doi.org/10.1007/s10924-018-1359-4.

MAGANA-MONTIEL N, Muriel-Milla'n LF, Pardo-Lo’pez, L. XTT assay for detection
of bacterial metabolic activity in water-based polyester polyurethane. PLoS ONE, v.
19, n. 6, p. e0303210, 2024.

Disponivel em: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0303210.

MONTEIRO, D.R. Analise da acao de nanoparticulas de prata sobre o biofilme
de espécies de Candida. 2012. 268 f. Tese (doutorado) - Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, Faculdade de Odontologia de Aragatuba, 2012.
Disponivel em: http://hdl.handle.net/11449/105564.

NEOG, N. et al. Klebsiella oxytoca and Emerging Nosocomial Infections. Current
Microbiology, [S.L.], v. 78, n. 4, p. 1115-1123, 3 mar. 2021. Springer Science and
Business Media LLC. http://dx.doi.org/10.1007/s00284-021-02402-2.

PEETERS, E.; NELIS, Hans J.; COENYE, T. Comparison of multiple methods for
quantification of microbial biofilms grown in microtiter plates. Journal Of
Microbiological Methods, [S.L.], v. 72, n. 2, p. 157-165, fev. 2008. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.mimet.2007.11.010.

PEREIRA, R.E.P.; PETRECHEN, G.G.. PRINCIPAIS METODOS DIAGNOSTICOS
BACTERIANOS: revisao de literatura. Revista Cientifica Eletronica de Medicina
Veterinaria, Garga, n. 16, jan. 2011. Semestral. Disponivel em:
http://faef.revista.inf.br/imagens_arquivos/arquivos_destaque/u94lwYWgePGjO5L_2
013-6-26-11-11-29.pdf. Acesso em: 25 maio 2022.

PRUSS, A.; Kay, D.; Fewtrell, L.; Bartram, J. Estimating the burden of disease from
water, sanitation, and hygiene at a global level. Environmental Health Perspectives,
v. 110, n. 5, p. 537-542, 2002.

RABIN, N. et al. Biofilm formation mechanisms and targets for developing antibiofilm
agents. Future Medicinal Chemistry, [S.L.], v. 7, n. 4, p. 493-512, mar. 2015.
Future Science Ltd. http://dx.doi.org/10.4155/fmc.15.6.

SADIQ, F. A. et al. Propensity for biofilm formation by aerobic mesophilic and
thermophilic spore forming bacteria isolated from Chinese milk powders.
International Journal of Food Microbiology, v. 262, n. January, p. 89-98, 2017.

SCHMITTGEN, T.D; LIVAK, K. J. Analyzing real-time PCR data by the comparative
CT method. Nature Protocols, [S.L.], v. 3, n. 6, p. 1101-1108, jun. 2008. Springer
Science and Business Media LLC.


http://dx.doi.org/10.1007/s10924-018-1359-4
http://hdl.handle.net/11449/105564
http://dx.doi.org/10.1007/s00284-021-02402-2
http://dx.doi.org/10.1016/j.mimet.2007.11.010

SMEKALOVA, M. et al. Enhanced antibacterial effect of antibiotics in combination
with silver nanoparticles against animal pathogens. Veterinary Journal, v. 209, p.
174-179, 2016.

SREY, S.; JAHID, I. K.; HA, S. DO. Biofilm formation in food industries: A food safety
concern. Food Control, v. 31, n. 2, p. 572-585, 2013.

THORNTON, B.; BASU, C.. Rapid and Simple Method of gPCR Primer Design.
Methods In Molecular Biology, [S.L.], v. 1275, p. 173-179, 2015. Springer New
York. http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4939-2365-6_13.

TOOKE, C.L. et al. B-Lactamases and -Lactamase Inhibitors in the 21st Century.
Journal Of Molecular Biology, [S.L.], v. 431, n. 18, p. 3472-3500, ago. 2019.
Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2019.04.002.

TRAN, X.T.; BIEN, T.T.L et al. Biosynthesis of ZnO nanoparticles using aqueous
extracts of Eclipta prostrata and Piper longum: characterization and assessment of
their antioxidant, antibacterial, and photocatalytic properties. Nanoscale Advances,
[S.1.], v. 6, n. 19, p. 4885-4899, 2024. Royal SOciety of Chemistry.
https://doi.org/10.1039/d4na00326h.

YANG, J.; LONG, H.; HU, Y.; FENG, Y.; McNALLY, A.; ZONG, Z. Klebsiella oxytoca
complex: update on taxonomy, antimicrobial resistance, and virulence. Clinical
Microbiology Reviews, v. 35, p. 6-21, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.1128/CMR.00006-21.



http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4939-2365-6_13
http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2019.04.002
https://doi.org/10.1128/CMR.00006-21
https://doi.org/10.1128/CMR.00006-21

	cfc043e5f4924aa92ce5b00850234aadef849e7525a071dbf48dbd22ee5dd83a.pdf
	f7fca5db51686005b31a0ab9345c4ad8f24fba69e8526444f711029b5cc9f0ed.pdf

	cfc043e5f4924aa92ce5b00850234aadef849e7525a071dbf48dbd22ee5dd83a.pdf
	cfc043e5f4924aa92ce5b00850234aadef849e7525a071dbf48dbd22ee5dd83a.pdf
	f7fca5db51686005b31a0ab9345c4ad8f24fba69e8526444f711029b5cc9f0ed.pdf
	1.​INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
	2.​OBJETIVOS 
	 
	2.1.​Gerais 
	2.2.​Específicos 

	3.​MATERIAIS E MÉTODOS 
	3.1.​Crescimento bacteriano e padronização do inóculo 
	3.2.​Obtenção das concentrações de nanopartículas de zinco para tratamento do inóculo Bacteriano 
	3.3.​Avaliação do metabolismo energético bacteriano 
	3.4.​Extração e purificação de RNA bacteriano 
	3.5.​Reação de RTqPCR 

	4.​RESULTADOS E DISCUSSÃO 
	4.1.​Concentrações de óxido de zinco para tratamento 
	4.2.​Concentrações de sulfeto de zinco para tratamento 
	4.3.​PCR real time quantitative (RT-qPCR) 

	5.​CONCLUSÃO 
	REFERÊNCIAS 



