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Resumo

Aliarcobacter butzleri é uma bactéria de Gram-negativo, pertencente ao género
Aliarcobacter e a familia Arcobacteraceae, que foi descrita pela Comissao Internacional
de Especificacoes Microbiolégicas de Alimentos como sendo de risco moderado para a
satide humana. A. butzleri é considerado um enteropatogeno e como tal deve atravessar
o trato gastrointestinal para atingir o local de colonizacdo. Ao atravessar o trato
gastrointestinal esta podera encontrar uma variedade de barreiras de diferentes origens
como o pH, os sais biliares ou probidticos. Os probioticos sdo bactérias consideradas
benéficas para a saide humana, podendo afetar a viruléncia das bactérias patogénicas.
Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos dos probidticos na
sobrevivéncia e viruléncia de A. butzleri. Para tal comecou por se avaliar os efeitos das
condicoes de crescimento das espécies de probidticos, neste caso “lactobacilos”, em
estudo (Lactiplantibacillus plantarum, Limosilactobacillus reuteri e Lactobacillus
acidophilus), no crescimento, e efeito inibitério do sobrenadante sobre quatro estirpes
de A. butzleri. No geral, nao se verificou uma diferenca significativa na inibicao de
crescimento de A. butzleri. De seguida, a tolerancia das quatro estirpes de A. butzleri e
das trés espécies de “lactobacilos” a pH acidico e a sais biliares foi analisada, com os
resultados demonstrando uma maior resisténcia das espécies de “lactobacilos” a pH
acido quando comparado com A. butzleri, mas uma maior suscetibilidade aos acidos
biliares. No entanto, dependendo das condi¢des ambos os microrganismos poderao ser
capazes de ultrapassar as condicoes adversas do percurso do trato gastrointestinal. O
efeito dos sobrenadantes livres de células (SLC) dos probidticos no crescimento de A.
butzleri foi explorado, tendo-se observado um efeito de inibicao sobre o crescimento,
provavelmente devido as alteracoes de pH no meio causadas pelas espécies probidticas
em estudo. Também, quando em cocultura ocorre uma inibicdo do crescimento de A.
butzleri com todas as espécies de “lactobacilos” em estudo. Por sua vez, quando é
estudado o efeito dos SLC dos “lactobacilos” na formacao de biofilme de A. butzleri, os
resultados sao variaveis, dependendo da espécie em estudo, existindo potenciacao,
inibicao ou nao havendo alteracao da formacao de biofilme de A. butzleri. No entanto,
salienta-se o potencial de potenciacao da formacao de biofilme do SLC de L. plantarum.
Por ultimo foi avaliado o efeito dos “lactobacilos” na viruléncia de A. butzleri, na
competicao, deslocamento e exclusao por adesao e invasao a células Caco-2. Quando em
competicao, verificou-se uma incapacidade de as espécies probidticas afetarem a adesao
da estirpe de A. butzleri, tendo-se observado, no entanto, um efeito inibitério de A.

butzleri na adesdo de L. acidophilus e de L. plantarum. No ensaio de deslocamento e
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exclusao foi demonstrado uma diminuicio da adesdo de A. butzleri, ocorrendo
deslocacao pelas trés estirpes de lactobacilos, mas com L. acidophilus sendo incapaz de
levar a exclusdo da adesao de A. butzleri. Quanto ao processo de invasao nao se observou
efeito, quer no ensaio de competicao, quer no de deslocamento ou exclusao. Em suma,
neste trabalho foi demonstrado que os probioticos poderao ter um importante papel na
limitacdo do crescimento de A. butzleri, e mesmo na resisténcia a colonizacao, mas nao
nas caracteristicas de viruléncia avaliadas, como a formacao de biofilme, pelo que ainda

serao necessarios estudos adicionais para complementar e clarificar estes resultados.
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Abstract

Aliarcobacter butzleri is a Gram-negative bacterium, belonging to the genus
Aliarcobacter and the Arcobacteraceae family, which was described by the International
Commission on Microbiological Food Specifications as being of moderate risk to human
health. A. butzleri is considered an enteropathogen and to reach the site of colonization
must cross the gastrointestinal tract. When crossing the gastrointestinal tract, it may
encounter a variety of barriers of different origins, such as pH, bile salts or probiotics.
Probiotics are bacteria considered beneficial to human health and can affect the virulence
of pathogenic bacteria. Therefore, this work aimed to evaluate the effects of probiotics
on the survival and virulence of A. butzleri. To this end, we began by evaluating the
effects of the growth conditions of the probiotic species, in this case “lactobacilli”, under
study (Lactiplantibacillus plantarum, Limosilactobacillus reuteri and Lactobacillus
acidophilus), on the growth and the inhibitory effect of the supernatant on four strains
of A. butzleri, with no significant difference being observed in the inhibition of growth of
A. butzleri. Next, the tolerance of the four strains of A. butzleri and the three species of
“lactobacilli” to acidic pH and bile salts was analyzed, with the results demonstrating
greater resistance of the “lactobacilli” species to acidic pH when compared to A. butzlert,
but a greater susceptibility to bile acids. However, depending on the conditions, both
microorganisms may be able to overcome the adverse conditions of the gastrointestinal
tract. The effect of cell-free supernatants (CFS) of probiotics on the growth of A. butzleri
was explored, and an inhibition effect on growth was observed, probably due to pH
changes in the medium caused by the probiotic species under study. Also, when in
coculture there is an inhibition of the growth of A. butzleri with all species of “lactobacilli”
under study. In turn, when the effect of CFS from “lactobacilli” is studied on A. butzleri
biofilm formation, varying results occur depending on the species under study, with
potentiation, inhibition or no change in A. butzleri biofilm formation. However, the
potential to enhance biofilm formation of L. plantarum CFS is highlighted. Finally, the
effect of “lactobacilli” on the virulence of A. butzleri in competition, displacement and
exclusion by adhesion and invasion of Caco-2 cells was evaluated. When in competition,
there was an inability for probiotic species to affect the adhesion of the A. butzleri strain,
although A. butzleri had an inhibitory effect on the adhesion of L. acidophilus e de L.
plantarum .. In the displacement and exclusion assay, a decrease in the adhesion of the
A. butzleri strain was demonstrated, with displacement occurring by the three
lactobacilli strains, but with L. acidophilus being unable to lead to the exclusion of A.

butzleri adhesion. Regarding invasion, no effect was observed in competition,
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displacement or exclusion tests. In sum, in this work it was demonstrated that probiotics
may have an important role in limiting the growth of A. butzleri and even in resistance
to colonization, but not in the studied virulence traits, such as biofilm formation, so

additional studies will still be needed to complement and clarify these results.

Keywords

Aliarcobacter butzlert; Probiotics; Survival; Virulence
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Capitulo 1 - Introducao

As doencas de origem alimentares sdo um problema de satide ptblica que podem estar
associadas a uma variedade de fatores como a ingestdo de alimentos contaminados
bioldgica ou quimicamente. Nas tltimas décadas, este problema tem persistido apesar
da evolucao significativa das medidas de seguranca alimentar (White et al., 2022).
Apesar dos avangos no conhecimento cientifico associado, muitos patégenos ainda nao
sao devidamente estudados como é o caso de Aliarcobacter butzleri (Oliveira et al.,
2023). Este enteropatogeno, cuja doenca associada se apresenta normalmente como
autolimitada pode em situacOes mais severas ser necessario o tratamento com
antibioticos. Considerando as elevadas taxas de resisténcia apresentadas por esta
bactéria estas podem apresentar-se como um desafio podendo ser necessarias novas
estratégias alternativas para o tratamento destas infecbes, como é o caso do uso

profilatico ou terapéutico de probidticos.
1.1. Género Aliarcobater

1.1.1. Historia e taxonomia do género Aliarcobacter

Uma espécie de Arcobacter foi pela primeira vez isolada em 1977 por (Ellis et al., 1977),
no entanto, s6 mais tarde as bactérias pertencentes ao género Arcobacter foram
incluidas no género Campylobacter, sendo conhecidas como campilobactérias
aerotolerantes que apresentam a capacidade de crescer em baixas temperaturas (Pérez-
Catalufa et al., 2018). O género Arcobacter foi proposto por Vandamme e seus
colaboradores em 1991, incluindo duas espécies, Arcobacter nitrofigilis e Arcobacter
cryaerophilus (Vandamme et al., 1991). Em 1992, juntaram-se mais duas espécies a este
grupo, Arcobacter butzleri e Arcobacter skirrowii, ambos isolados de fluidos prepuciais
de touros ou de fetos abortados de bovinos, suinos e ovinos, e também de fezes diarreicas
destes animais (Vandamme, Vancanneyt, et al., 1992). Em 2005, foram adicionadas
outras duas espécies a este género, Arcobacter cibarius e Arcobacter halophilus
(Donachie et al., 2005; Houf et al., 2005). Em 2013, com a introducao de Arcobacter
anaerophilus foi modificado o género, permitindo a inclusdo de novas espécies (Sasi
Jyothsna et al., 2013). Com isto em 2019, o nimero de espécies eram 29, mas em 2020
foi atualizado para 33 (Celik et al., 2022). A mais recente validacao taxonémica coloca o
género Arcobacter como pertencendo a ordem Campylobacterales e familia

Arcobacteraceae (Waite et al., 2017). Uma revisao taxonomica por Pérez-Catalufia et al.



(2018), reorganizou o género sendo que Arcobacter butzleri passou a pertencer ao
género Aliarcobacter juntamente com Aliarcobacter cryaerophilus comb. nov.,
Aliarcobacter skirrowii comb. nov., Aliarcobacter thereius comb. nov., Aliarcobacter
trophiarum comb. nov., Aliarcobacter lanthieri comb. nov. e Aliarcobacter faecis comb.

nov. (Oren & Garrity, 2018; Pérez-Cataluna et al., 2019).
1.1.2. Caracteristicas gerais de Aliarcobacter butzleri

O género Aliarcobacter consiste de bactérias Gram-negativo com bacilos curvos com 0,2
a 0,5 um de diametro e 1 a 3 um de comprimento, as espécies deste género de forma geral
movimentam-se através de um unico flagelo polar, nao produzem pigmentos
fluorescentes sao quimioorganotroéficos, a composicado em G+C do DNA é de 26,4% a
29,4% mol, crescem de 15 a 42 °C, em cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) (0,04%,
p/vol) ou glicina (1% p/vol). Algumas das espécies deste género podem crescer em
safranina (0,05% p/vol) ou oxgall (1% p/vol), todas a espécies sao oxidase e catalase
positivas, ndo fermentam carbohidratos, mas reduzem nitrato a nitrito, hidrolisam o
acetato de indoxil, a maioria destas sdo negativas para urease, algumas espécies sao

sensiveis a cefoperazona (64 mg/L) (Pérez-Cataluia et al., 2018).

Para além das caracteristicas gerais relativas ao género Aliarcobacter, ao fim de 3 dias
de incubagao em placas de agar de sangue, as colonias apresentam 2 a 4 mm de diametro,
sendo a maioria redondas e esbranquicadas. A. butzleri como as outras espécies
pertencentes ao género Aliarcobacter é catalase fraca e cresce na presenca de 8% de
glicose, todas as estirpes de A. butzleri reduzem nitrato e crescem em meio VB e
MacConkey agar, algumas das estirpes conseguem produzir DNase e sulfeto de

hidrogénio a partir de cisteina (Chieffi et al., 2020).
1.1.3. Distribuicao e vias de transmissao de Aliarcobacter

O género Aliarcobacter tem vindo a ser estudado como um importante patogeno
emergente e um potencial agente zoonoético (Collado & Figueras, 2011). As espécies de
Aliarcobacter podem ser encontradas numa variedade de reservatorios, como locais de
processamento de alimentos, matadouros, dguas contaminadas, nos animais, em
alimentos, entre outros (Girbau et al, 2017). O consumo de aguas e alimentos
contaminados tem vindo a ser considerado o principal veiculo de transmissao desta

bactéria a humanos e animais (Ferreira et al., 2016).

Ao nivel da sadde, as espécies mais relevantes dentro deste género sao A. butzleri, A.

cryaerophilus, A. skirrowii, A. lanthiert, A. thereius devido a sua associacdo a doencas
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em animais e humanos (Ferreira et al., 2016; Kerkhof et al., 2021; Pérez-Cataluna et al.,
2019). De entre estas, A. butzleri é a isolada com mais frequéncia em humanos, estando
maioritariamente associada a enterite com diarreia duradoura e aquosa ou bacteremia
(Girbau et al., 2017), e foi classificada pela Comissdo Internacional de Especificacoes
Microbiolégicas de Alimentos como patégeno de perigo moderado para humanos
(ICMSF, 2018). A taxa real de incidéncia desta infecao pode estar a ser subestimada
devido a identificagdo incorreta e falta de diagnostico, sendo mesmo assim considerada
a quarta espécie mais frequente em fezes humanas de entre as espécies Campylobacter-

like (Collado et al., 2013; Ferreira et al., 2014).
1.1.3.1. Transmissao de Aliarcobacter através da agua

Como exposto anteriormente, a agua € vista como uma das principais fontes de
transmissao de Aliarcobacter a humanos e animais. Em meio aquatico, as espécies de
Aliarcobacter sao maioritariamente encontradas em aguas de esgotos e em estacoes de
tratamento de aguas residuais e com menor frequéncia em agua do mar, aguas
subterraneas, aguas provenientes de processamentos de alimentos e em &gua para

consumo (Venancio et al., 2022).

Por sua vez, a espécie A. butzleri é frequentemente encontrada numa grande variedade
de meios aquaticos como 4guas residuais, associado a contaminacao por fezes humanas,
agua do mar, agua de lagos, agua de rio, 4gua potavel, d4guas subterraneas ou aguas
recreativas (Bell et al., 2021; Hsu & Lee, 2015; Venancio et al., 2022). A capacidade desta
de sobreviver e ser encontrada com abundancia nas dguas residuais pode ser atribuida a
capacidade que esta tem de se adaptar a temperaturas baixas e também a capacidade de
coexistir com outras espécies bacterianas (Collado & Figueras, 2011). Em 4gua do mar, a
espécie A. butzleri mostra-se capaz de sobreviver principalmente durante a primavera e
verao, ainda que num estado viavel mas nao cultivavel (Collado & Figueras, 2011; Hsu &
Lee, 2015). Apesar de perderem a sua capacidade de serem recuperadas em cultura, A.
butzleri consegue sobreviver. Este estado de sobrevivéncia demonstra que A. butzleri
consegue sobreviver em ambientes em que nao tem os nutrientes adequados para o seu

desenvolvimento (Collado & Figueras, 2011).

A. butzleri pode também ser encontrada em aguas potaveis, como a agua de nascente e
aguas de torneira normalmente tratada com cloro (Hsu & Lee, 2015). Apesar de A.
butzleri ser suscetivel ao cloro, os tratamentos das aguas podem nao ser suficientes para
a eliminacao desta sendo por isso, necessarios métodos para impedir a sua propagacao

(Ferreira et al., 2016). Todos estes dados vém demonstrar que a espécie A. butzleri



consegue sobreviver em diversas condicoes aquaticas e pode ser vista como um potencial

patogeno de origem aquatica.
1.1.3.2. Transmissao de Aliarcobacter através de alimentos

A presenca de Aliarcobacter nos alimentos € outra das principais fontes de contaminacao
desta espécie. A maior prevaléncia de Aliarcobacter tem sido descrita em carne de aves,
seguido pelo marisco (por exemplo, mexilhdo e ostras), carne de porco, carne bovina e
carne ovina, podendo ser também encontrados em produtos lacticinios e vegetais
(Mateus et al., 2021). Aliarcobacter tem sido isolada bastante frequéncia em produtos
de origem animal, tal como no trato intestinal e amostras fecais de gado saudével, e até
em produtos como carne embalada (Ferreira et al., 2016). Uma das possiveis fontes de
contaminacdo da carne podera ser o estrume utilizado nas praticas agricolas ou

contaminacao fecal durante o processamento da carne animal (Ferreira et al., 2019).

A maioria das contaminacbes alimentares por A. butzleri tém sido maioritariamente
associadas a falta de higiene no processamento e manuseamento dos alimentos (Chieffi
et al., 2020). Por exemplo, A. butzleri apresenta a capacidade de sobreviver ao processo
de escaldadura (52 °C, 3 min), o que demonstra que existe forte possibilidade de
contaminacao cruzada durante o processamento em matadouros, e assim a importancia
da higiene nestes locais. No entanto, acredita-se que uma maneira de diminuir a
contaminacao por esta bactéria possa ser a refrigeracdo da carcaga do animal (Ferreira
et al., 2016). Para além destes cuidados a ter no processamento da carne, é importante
notar que a prevaléncia de Aliarcobacter nos diferentes tipos de animais pode variar
dependendo de véarios fatores como, a idade do animal, altura do ano e medidas de

biosseguranca (Shange et al., 2019).

Como A. butzleri também pode ser encontrada noutros alimentos para além de carnes,
como leite e derivados lacticinios, vegetais e marisco (Ferreira et al., 2016). Com isto em
mente € importante melhorar as condi¢des de higiene tanto na industria de
processamento de alimentos, como na agropecuaria, e até no comércio para travar a
disseminacao desta bactéria e de outras na cadeia alimentar, melhorando também o

controlo da cadeia de refrigeracao (Mateus et al., 2021).
1.1.3.3. Transmissao de Aliarcobacter através de contacto pessoa-a-pessoa

A contaminacao pessoa-a-pessoa foi sugerida quando em Italia numa escola ocorreu um
surto de coélicas abdominais. Os dados epidemiologicos demonstraram que todas as

estirpes de A. butzleri recuperadas das fezes dos pacientes infetados tinham o mesmo
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gendtipo e fenotipo (Vandamme, Pugina, et al., 1992). Outra possivel transmissao de
pessoa-a-pessoa foi o caso de um recém-nascido que foi infetado com A. butzleri, tendo

sido sugerido que a transmissao desta foi feita a partir do titero da mae infetada (On et

al., 1995).

1.1.3.4. Transmissao de Aliarcobacter através de contacto com animais

Os animais sao vistos como uma via importante na propagacao de A. butzleri, podendo
a disseminacao de A. butzleri ocorrer através do contacto com as fezes de animais, como
bovinos, suinos ou ovinos (Chieffi et al., 2020), ou através de contacto com as fezes ou

lambeduras de animais domésticos, como é o caso de caes e gatos. (Ferreira et al., 2016).

O contacto com fezes de animais selvagens como macacos, tartarugas e avestruzes, pode

também promover a transmissao da bactéria (Chieffi et al., 2020).

1.2. Patogenicidade e fatores de viruléncia de Aliarcobacter

butzleri

A. butzleri é considerado um patégeno humano (Kerkhof et al., 2021; Pérez-Cataluna et
al., 2019), sendo associada maioritariamente a diarreia grave, enterite e bacteremia
(Simaluiza et al., 2021). No entanto, os mecanismos de patogenicidade e os fatores de

viruléncia desta bactéria ainda precisam de ser mais estudados (Ferreira et al., 2016).
1.2.1. Patogenicidade de Aliarcobacter butzleri

Espécies de Aliarcobacter demonstram em diferentes estudos capacidade de aderir a
células eucariotas e produzir toxinas que danificam as células hospedeiras (Collado &
Figueras, 2011; Ferreira et al., 2016). A doenca provocada por A. butzleri parece resultar
da sua adesao a superficie de células epiteliais ou através da invasao destas células,

seguida da replicacao da bactéria no limen intestinal (Celik et al., 2022).

De facto, os fatores de viruléncia como a producao de toxinas, adesao, invasividade e
penetrabilidade, vém demonstrar o potencial enteropatogénico desta espécie (Celik et
al., 2022). Por sua vez, outros fatores como a capacidade de formacao de biofilmes
poderao ter relevancia nao s6 para a patogenicidade da bactéria como para a sua

sobrevivéncia, persisténcia e dispersao (Salazar-Sanchez et al., 2022).



1.2.2. Capacidade da formacao de biofilmes

Os biofilmes sdo grupos de microrganismos organizados dentro de uma matriz de
substancias polimérica extracelular que eles proprios produzem. Os microrganismos
encontram-se aderidos entre si numa variedade de superficies de diferentes origens, tais
como implantes médicos, tecidos vivos, canais de agua, canos, pisos de hospitais,
unidades de processamento de alimentos e outras superficies bidticas e abidticas
(Castiblanco & Sundin, 2016; Gupta et al., 2016; Lohse et al., 2018). Estes biofilmes
servem como protecdo contra condicoes adversas encontradas no meio onde estas
bactérias se desenvolvem, contribuindo também para a sua resisténcia a antibi6ticos

(Pang et al., 2019; Rather et al., 2021; Pang et al., 2019; Rather et al., 2021).

Considerando a importancia da formacao de biofilmes na sobrevivéncia, persisténcia e
mesmo na viruléncia de A. butzleri, esta caracteristica tem sido estudada em diversas
estirpes com origens variadas, sendo considerado forte, moderado ou fraco formador de
biofilmes dependendo da estirpe (Ferreira et al., 2013; Martinez-Malaxetxebarria et al.,
2022). Esta espécie apresenta a capacidade de formar biofilme em condigoes de
refrigeracdo, tendo sido ja encontrada em canos de 4gua e matadouros (Akier Assanta et
al., 2002; Kjeldgaard et al., 2009). Ferreira et al. (2013) demonstrou que em isolados
provenientes de um matadouro em Portugal, 58,3% das 43 estirpes estudadas
mostravam fraca formacao de biofilme, 27,8% nao demonstravam formacao de biofilme,
e apenas cinco isolados tinha uma formacao moderada de biofilme (Ferreira et al., 2013).
Mais recentemente, Chaves et al. (2021) demonstrou a capacidade de formacao de
biofilmes de 38 isolados de A. butzleri de diferentes origens, tais como carne de aves,
carnes vermelhas e leite, demonstrando que em isolados de carne de aves 67%
mostraram formar biofilme, nos isolados de carne vermelha a percentagem foi
ligeiramente mais baixa com 62,5%, e nos isolados de leite foram apenas 8% (Chaves et

al., 2021).
1.2.3 Capacidade de adesdo e invasao a células eucarioticas

Para ocorrer o estabelecimento de uma infecao bacteriana um passo importante € a
adesao as células do hospedeiro, esta depois pode ser seguida de uma invasao celular, e
potencial multiplicacdo intracelular, seguida de disseminacao ou persisténcia nos tecidos
(Ferreira et al., 2016; Pizarro-Cerda & Cossart, 2006). Para além disso, para manter e
promover uma infe¢cao com sucesso, os patdogenos microbianos possuem um conjunto de
estratégias para resistir ou escapar a resposta imune inata, causar danos celulares e

multiplicar-se (Ferreira et al., 2016). Por sua vez o hospedeiro tem uma variedade de



métodos para resistir a infe¢oes, como ativacao de sinais intracelulares que levam a uma
resposta inflamatéria como resposta a invasao bacteriana. Mas no final é a interagio
patogeno/hospedeiro que vai definir o desenvolvimento ou auséncia do processo

patolégico (Ferreira et al., 2016).

Estudos in vitro tem sido realizados para caracterizar a adesdo, invasio e o potencial
citotéxico de A. butzleri as células hospedeiras, tendo sido a adesao e a citotoxicidade, os
efeitos mais observados (Ferreira et al., 2016). De forma geral os resultados sao variaveis
dependo da origem da estirpe e as linhagens celulares usadas no estudo. Um exemplo
disto foi um ensaio conduzido por Karadas et al. (2013), que demonstrou que A. butzleri
apresentava diferentes capacidades de adesao e invasdo consoante as linhas celulares
utilizadas, mostrando que em células Caco-2 aderiram todas as estirpes de A. butzlerti,
mas em células HT-29 nem todas foram capazes de aderir (Karadas et al., 2013). Este
resultado vem de encontro com o obtido por Levican et al. (2013) que demonstrou que
das 12 estirpes de A. butzleri em estudo todas aderiram e invadiram as células de Caco-
2, mas apenas um nimero bastante reduzido destas estirpes aderiu e invadiu as células
HT-29 (Levican et al., 2013). No entanto, quando a bactéria adere e invade um tipo de
célula como Caco-2, a tendéncia de forma geral das estirpes de A. butzleri é conseguirem

invadir outros tipos de células semelhantes (Houf & Stephan, 2007; Karadas et al., 2013).

Por sua vez, a inducao da expressao da citocina pro-inflamatoéria interleucina 8 (IL-8) foi
reportada como um importante fator de viruléncia em diversas bactérias, incluindo A.
butzleri, com alguns estudos demonstrando a capacidade de A. butzleri induzir a
expressao de IL-8 na linha celular de células humanas Caco-2 e em células epiteliais
intestinais suinas. No entanto, nenhuma correlacdo foi encontrada relativamente a

adesao e invasao das mesmas linhas celulares (Ho et al., 2007).

Outros estudos tém suportado o potencial patogénico desta bactéria, sendo que o
mecanismo pelo qual A. butzleri induz diarreia no hospedeiro, foi estudado por Biicker
et al. (2009), que mostrou que a bactéria é capaz de induzir o comprometimento da
barreira epitelial das células humanas de cancro do colon (HT-29/B6), por uma
expressao reduzida de proteinas claudina-1,-4 e -8 da juncao apertada, aumentado a
permeabilidade de macromoléculas pela via paracelular e diminuicao da resisténcia
transepitelial (Biicker et al., 2009). Este potencial patogénico tem ainda sido suportado
por estudos in vivo, com um estudo feito em ratos albinos demonstrando que a
concentracao de A. butzleri tem efeito nos sintomas apresentados no intestino, sendo
que menor concentracao bacteriana provoca diarreia leve, enquanto que concentracoes

mais altas levam a uma alteracdo patolégica no intestino (Adesiji, 2010). Por sua vez



outros estudos indicam que A. butzleri induz sequelas pro-inflamatorias, menos
evidentes em comparacdo com outras bactérias patogénicas, como Campylobacter
Jejuni, mas apresenta uma maior resposta imunologica no intestino comparando com
uma estirpe de Escherichia coli comensal, demonstrando que a bactéria sera mais do que

um comensal (GOlz et al., 2016).

E importante realcar que A. butzleri durante a colonizacao do hospedeiro, para poder
aderir e invadir nas células intestinais tem de ultrapassar diversas barreiras do trato
gastrointestinal como variacoes de pH ao longo do percurso, pressiao osmotica, e a

presenca de espécies reativas de oxigénio e bilis (Begley et al., 2005; Flint et al., 2016).

1.3. Trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal é composto por varios orgaos, estes sao a cavidade oral, faringe,
esofago, estbmago, intestino delgado, intestino grosso, reto, canal anal e anus (Reed &
Wickham, 2009). Quando ingeridos alimentos ou aguas contaminadas com patdgenos,
nomeadamente A. butzleri, estes terao de passar pelo trato gastrointestinal para
atingirem o intestino com sucesso e estabelecerem infecao, sendo assim é necessario
ultrapassar uma variedade de barreiras ao longo do percurso do trato gastrointestinal,
tais como as barreiras microbiolédgica, quimica, fisica e imunolégica (Fernandez-Cantos
et al., 2021). Das varias barreiras que a bactéria patogénica pode encontrar pode
destacar-se o pH acido do estomago, a resisténcia a bilis ou mesmo a microbiota

intestinal (Dieterich et al., 2018).

O pH tem uma grande influéncia na sobrevivéncia da bactéria, pois esta para colonizar o
intestino tem de passar por pH acido no estomago e sobreviver ao pH presente no
intestino (Flint et al., 2016). Esta regulacao de pH é conseguida no trato gastrointestinal
através da libertacio de HCl no estdbmago e bicarbonato pelo resto do trato
gastrointestinal, como por exemplo o intestino (Kohl et al., 2013). Um dos fatores muito
importantes para a manutencao do pH é a dieta, dado que esta pode influenciar o pH do
trato gastrointestinal, com, por exemplo, alimentos 4cidos aumentando o pH do
estdmago, ou alimentos com alto teor de fibra aumentando a libertagdo de bicarbonato
no intestino (Samuels, 2009). Embora o estomago normalmente tenha um pH de 1 a 2,
a camada de muco estabelece um gradiente de pH que aumenta o pH para 6 a 7 na
superficie da mucosa (Hunt et al., 2015). O intestino geralmente tem um pH bésico de

7,5 a 8 (Begley et al., 2005).



A resisténcia a bilis é outro fator importante para a sobrevivéncia da bactéria no trato
gastrointestinal. A bilis é composta por sais biliares, fosfolipidios, estero6is e pigmentos
biliares (Holm et al., 2013), onde os sais biliares (Begley et al., 2005) desempenham
papéis cruciais durante a digestdo e na absor¢cao de compostos lipofilicos, podendo
também melhorar a digestao das proteinas da dieta devido a sua natureza detergente e
efeito na desnaturacao de proteinas (Holm et al., 2013). Os sais biliares afetam ainda a
adesao celular, a adesao intestinal e a formacao de biofilme, nomeadamente em A.
butzleri, sendo estes importantes para a sobrevivéncia e patogenicidade das bactérias

(Mateus et al., 2023).

A microbiota é mais uma das importantes barreiras que as bactérias tém de ultrapassar,
sendo que a microbiota intestinal tem varias funcoes importantes, destacando-se para
este trabalho a inibicao da adesao de agentes patdgenos a superficies intestinais (Sanchez

et al., 2017).

A composi¢ao da microbiota é bastante discutida, pois nao existe uma resposta definitiva
quanto a sua composicdo devido a variabilidade que pode apresentar de individuo para
individuo, associada a diferencas alimentares, ambientais, entre outros fatores (Costello
etal.,2009). De entre a variada composicao da microbiota intestinal podemos encontrar
agentes considerados probidticos que ao longo dos tempos tém vindo a ser consumidos
pelas suas propriedades. O principal objetivo do consumo de probioticos é ter um efeito
positivo na satde do hospedeiro, podendo ser concretizado de diferentes maneiras como,
interferindo com potenciais patégenos, melhorando a funcdo de barreira no intestino,
pela modulacdo de respostas imunolégicas, melhoria do estado nutricional do

hospedeiro ou modulando a microbiota, entre outras (Sanchez et al., 2017).

1.4. Probiodticos

O termo probidtico surgiu ha muito tempo, e desde ai veio a desenvolver-se na definicao
que hoje conhecemos, como microrganismo que confere beneficios para a satide quando
consumido em quantidades adequadas (Kim et al., 2019; Suez et al., 2019). Esta
defini¢ao foi sugerida em 2002 pela Organizacdo Mundial de Satude juntamente com a
Organizacao das Nacoes Unidas para Alimentacgdo e Agricultura (FAO & WHO., 2006;
Kim et al., 2019; Suez et al., 2019; Wilkins et al., 2017). Nos dias de hoje, os probioticos
sdao o suplemento alimentar mais consumido em todo o mundo, presentes em diversos

alimentos usualmente consumidos no dia a dia, desde iogurtes, queijos, gelados, cereais,



variados snacks ou em féormulas infantis (Suez et al., 2019). Para além da alimentacao,
também podem ser encontrados em produtos cosméticos, sendo ainda encontrados no
mercado farmacéutico suplementos de probidticos e comprimidos liofilizados (Suez et
al., 2019). Os probioticos tém vindo a ser estudados cada vez mais e tém demonstrado
modular eficazmente o sistema gastrointestinal podendo levar a uma melhoria na satde

do individuo (Piccioni et al., 2021).

Umas das maiores questoes relativamente aos probidticos é a sua capacidade de
colonizar de forma estavel ou mesmo transitoria a superficie da mucosa gastrointestinal
do hospedeiro. Outra questao importante que nao esta resolvida ¢ se esta colonizacao é
necessaria para que estes probidticos tenham impacto benéfico no hospedeiro (Suez et
al., 2019). Esta proximidade a camada epitelial intestinal pode ser muito importante,
pois podera permitir interac6es hospedeiro-microrganismo, tais como modulacao imune
dependente de contacto, secrecao de metabolitos e modificacdo da camada mucosa, para
além de funcionar como barreira para a coloniza¢io de bactérias patogénicas (Atarashi

et al., 2015; Thaiss et al., 2016).

A maior parte das alegacoes acerca da colonizacdo dos probioticos surgem da avaliacao
da abundancia de espécies probidticas nas fezes, sem qualquer tipo de testes para
averiguar se realmente reflete a capacidade destes de colonizarem ou até passar no trato
gastrointestinal (Suez et al., 2019). As bactérias probioticas podem ser encontradas em
varios locais do corpo humano, nomeadamente nos 6rgaos do trato gastrointestinal,
podendo ser derivado da presenca natural destas ou da ingestdo de suplementos

(Sanchez et al., 2017).

Os efeitos de probioticos que nao sdao dependentes de colonizacao, também necessitam
ser estudados principalmente no impacto da digestao de alimentos, com isso em mente
existem estudos que indicam que o consumo ativo de probidticos pode levar a um

importante reservatorio de bactérias intestinais (Suez et al., 2019).

Outro fator que ainda nao esta bem estudado é se apés o término do consumo do
suplemento, os probidticos permanecem a colonizar no intestino e a oferecer os
beneficios do mesmo. Alguns estudos demonstram que tal nao acontece, em modelos in
vivo de rato verificou-se que apo6s o fim do consumo do suplemento de probioticos, o seu
efeito apenas durava mais uns dias. Em humanos, a conclusao foi similar, ao fim do
periodo de consumo do suplemento probio6tico, os individuos deixaram de apresentar

probioticos nas fezes apods alguns dias a semanas, o que levou a sugerir que os probio6ticos
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nao conseguem manter a colonizacao prolongada ao fim do consumo dos suplementos

probioticos (Suez et al., 2019; Zhang et al., 2016).

A maioria das estirpes de probidticos sao considerados como geralmente seguros para
consumo pelas autoridades reguladoras apesar de algumas dtvidas quanto a sua eficacia
(Compare et al., 2022; Suez et al., 2019; Williams, 2010). A seguranca destes advém do
historico de probidticos nos alimentos que aparenta ser de uso seguro e de os testes
clinicos efetuados serem maioritariamente focados na eficacia destes e nao na sua
seguranca. Apesar de o consumo destes por adultos saudaveis ser aparentemente seguro,
este pode apresentar riscos de infecdo e morbidade em recém-nascidos e criancas com
baixos pesos ao nascimento, tal como em adultos e criangas com doencas ou gravemente
feridas em wunidades de cuidados intensivos, em pacientes pos-operatorios,

hospitalizados e imunocomprometidos (Suez et al., 2019; Williams, 2010).

Muitos microrganismos tém vindo a ser estudados e usados como probiéticos, entre estes
estdo Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp., Enterococcus sp., E. coli,
Propionibacterium sp., Leuconostoc, Lactococcus sp., Pediococcus sp., Streptococcus
sp., Saccharomyces cerevisiae sp. e Saccharomyces boulardii sp. (O’Callaghan &

O’Toole, 2013; Valeriano et al., 2017; Yang et al., 2018).

1.5. “Lactobacilos”

1.5.1. Historia e Taxonomia

Em 1901 foi proposto por Beijerinck, o género Lactobacillus que incluia bactérias de
Gram-positivo, fermentadoras, anaerdbicas facultativas e nao formadores de esporos
(Zheng et al., 2020). Estes foram classificados como pertencendo a classe Bacilli, ordem
Lactobacillales, familia Lactobacillaceae, que por sua vez continha os géneros
Lactobacillus, Paralactobacillus e Pediococcus. Em 2020, existiam 261 espécies de
Lactobacillus, altura em que foi feita uma restruturacdo da taxonomia destes, com o
objetivo de melhorar a uniformidade dos géneros. Assim, foi proposta uma
reclassificacao do género Lactobacillus em 25 géneros, incluindo o género emendado
Lactobacillus. Da mesma forma, a familia Lactobacillaceae passou a incluir todos os
géneros previamente incluidos nas familias Lactobacillaceae e Leuconostocaceae. O
termo genérico “lactobacilos” sera usado para designar todos os organismos classificados

como pertencendo a familia Lactobacillaceae até 2020 (Zheng et al., 2020). Para este
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trabalho, as modificacdes na taxonomia que s3o relevantes foram a alteracdo de
Lactobacillus plantarum para Lactiplantibacillus plantarum, e de Lactobacillus reuteri
que passou a denominar-se Limosilactobacillus reuteri; no caso de Lactobacillus

acidophilus, este nao sofreu qualquer alteracao (Zheng et al., 2020).
1.5.2 Caracteristicas gerais dos “lactobacilos”

Os “lactobacilos” sao geralmente encontrados em produtos lacteos, vegetais fermentados
e produtos a base de carne e, como tal, sio consumidos como parte da dieta normal. Para
além de serem encontrados nestes alimentos sdo um componente importante da
microbiota de humanos e outros mamiferos, estando presentes no trato respiratorio,
trato gastrointestinal e trato genital (Heeney et al., 2018; Scillato et al., 2021). (Lebeer et
al., 2008b). Ainda podem ser encontrados em esgotos e em material vegetal em

decomposicao (Lebeer et al., 2008; O’Callaghan & O'Toole, 2013).

No trato gastrointestinal, apesar de em menor quantidade que na vagina, estes podem
ser isolados de praticamente todos os locais desde a cavidade oral até o reto, apesar de
na cavidade oral e no intestino delgado apresentarem baixa concentracao celular
(Tannock, 2002; Valeriano et al., 2017). Um equivoco comum € considerar-se que os
“lactobacilos” sdao bactérias dominantes no intestino ou sdo espécie abundante na

microbiota intestinal (O’Callaghan & O'Toole, 2013).

A presenga de “lactobacilos” em diferentes locais, leva a que estes tenham diferentes
evolucoes dependendo do local de crescimento, mostrando a sua capacidade de se

adaptarem as variadas condicoes de crescimento (Lebeer et al., 2008).

Os “lactobacilos” fermentam carbohidratos para produzir 4cido latico. As espécies
homofermentativas ndo possuem a enzima fosfocetolase necessaria para a fermentacao
das pentoses, enquanto as estirpes fermentativas obrigatorias possuem esta enzima e
também podem produzir uma aldolase que lhes permite utilizar o gluconato. Estirpes e
espécies com origem no intestino em geral tém a capacidade de utilizar uma gama mais
ampla de carboidratos, dentre estes o principal serao os oligossacarideos que sao
libertados durante a digestio de amido e celulose no intestino de mamiferos
(O’Callaghan & O’Toole, 2013).
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1.5.3. “Lactobacilos” como probiéticos

Ao longo dos tempos, diferentes espécies e estirpes da familia Lactobacillaceae tém
apresentado caracteristicas interessantes que os levam a ser usados como probio6ticos

(Valeriano et al., 2017).

Os “lactobacilos” tém uma variedade de interacoes conhecidas ou propostas, sendo que
estéa descrito que para além de efeitos anti-inflamatoérios, melhoram a func¢ao de barreira
ao remodelar juncoes apertadas, ou interagem ou regulam a atividade de células
epiteliais, macrofagos, células dendriticas e células T reguladoras (O’Callaghan &
O’Toole, 2013; Yang et al., 2018). As amplas consequéncias dessas interacbes com o
tecido linféide associado ao intestino equivalem a influéncias moduladoras
potencialmente profundas na resposta imunitaria, para as quais existem varios niveis em
humanos. Isto prova que este grupo de microrganismos ainda tem muito potencial para

ser explorado (O’Callaghan & O’Toole, 2013).

Lactiplantibacillus plantarum é um lactobacilo fermentativo, fermentando hexoses e
pentoses para produzir acido lactico, CO2 e etanol ou acetato. E comum ser usado na
producdo e fermentacao de lacticinios, carnes e vegetais (Liu et al., 2018). Apesar de ter
a capacidade de sobreviver as barreiras encontradas ao longo do trato gastrointestinal e
aderir as células epiteliais, sendo considerado uma espécie segura em animais e humanos
(Behera et al., 2018), L. plantarum tem dificuldades em manter uma populacao estavel
no trato gastrointestinal (Liu et al., 2018). O potencial como probidtico de L. plantarum
esté ja bastante descrito e vai de acordo com o acima descrito anteriormente para os

“lactobacilos” em geral (Behera et al., 2018; Liu et al., 2018; Seddik et al., 2017).

Limosilactobacillus reuteri é um lactobacilo heterofermentativo, que cresce em zonas
com oxigénio limitado, é encontrado no trato gastrointestinal de animais e humanos (Mu
et al., 2018). Esta bactéria tem a capacidade de aderir as células epiteliais, e produzir
proteinas que se ligam ao muco dificultando a acao de organismos patogénicos sobre
estas (Saviano et al., 2021). Assim, diversos estudos tém demonstrado o potencial
probidtico desta espécie, como € o caso de estimular o funcionamento da mucosa como
barreira ou produzir compostos antimicrobianos como reuterina e acido lactico (Mu et

al., 2018; Saviano et al., 2021).

Lactobacillus acidophilus é um organismo homofermentativo, que utiliza a glicolise ou
via Embden—Meyerhof—Parnas para fermentar hexoses e produzir acidos D e L-lacticos

(Anjum et al., 2014). E encontrado no trato gastrointestinal e boca de animais e humanos
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(Goldstein et al., 2015). L. acidophilus tem sido extensivamente estudado, pois este tem
caracteristicas que o tornam um potencial probiotico, estas caracteristicas na sua maioria
sdo partilhadas com outras espécies como ajudar a modular a microbiota do trato
gastrointestinal, tolerancia a baixo pH, resisténcia biliar, adesdo a células do célon
humano em cultura celular, producao de antibidticos e atividade de lactase (Anjum et al.,

2014; Gao et al., 2022; Goldstein et al., 2015).
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Capitulo 2 - Objetivos

Aliarcobacter butzleri é uma bactéria patogénica de Gram-negativo, que tem vindo a ser
descrita como amplamente distribuida em diversos ambientes e hospedeiros, sendo
classificada pelo Comissdo Internacional de Especificacbes Microbiologicas para
Alimentos como uma bactéria de risco moderado para a saide humana. Esta bactéria
esta associada a doengas como diarreia grave, enterite e bacteremia. Sendo considerada
uma bactéria enteropatogénica, deve atravessar o trato gastrointestinal para atingir o
local de colonizacao, encontrando no percurso diversas barreiras como o pH, os sais
biliares, e microbiota, incluindo os probioéticos. Os probidticos sdo considerados
bactérias benéficas e que podem ter o potencial de afetar a viruléncia das bactérias
patogénicas. Com isto em mente, o objetivo deste trabalho foi estudar o efeito de
probioticos, nomeadamente das espécies Lactiplantibacillus  plantarum,
Limosilactobacillus reuteri, Lactobacillus acidophilus, na sobrevivéncia e viruléncia de
A. butzleri.

Para tal foram definidos os seguintes objetivos especificos:

e Avaliar o efeito do sobrenadante dos probi6ticos no crescimento de A. butzleri;

e Avaliar a tolerancia de probidticos e A. butzleri a condi¢Oes gastrointestinais,
como o pH e sais biliares;

e Analisar o crescimento de A. butzleri quando na presenca de estirpes probioticas;

e Estudar o efeito dos sobrenadantes na formacao de biofilmes de A. butzleri;

e Estudar o efeito de probi6ticos na viruléncia de A. butzleri, nomeadamente na

competicdo, deslocamento e exclusdo na adesao e invasao celular;
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Capitulo 3 - Materiais e métodos

3.1. Estirpes bacterianas usadas no estudo

Neste estudo foram usadas quatro estirpes de A. butzleri e trés espécies de “lactobacilos”
para avaliar os efeitos dos probidticos na viruléncia de A. butzleri. As estirpes de A.
butzleri incluiram duas estirpes de origem alimentar, a estirpe DQ40A1 e a estirpe
AB28/11, e duas estirpes de origem humana, as estirpes INSA 2999 e INSA 2756.
Relativamente as espécies de “lactobacilos” foram utilizadas as estirpes
Lactiplantibacillus plantarum ATCC 8014, Limosilactobacillus reuteri ATCC 23272 e
Lactobacillus acidophilus LMG 9433.

3.2. Condicoes de armazenamento e crescimento das

estirpes

Todas as estirpes foram preservadas em tubos criogénicos em meio Brain Heart Infusion
(BHI) com 20% (v/v) de glicerol a uma temperatura de -80 °C. Para posterior utilizacao
as estirpes de A. butzleri foram inoculadas em placas de Tryptic Soy Agar (TSA) a 37 °C
em ambiente de microaerofilia, e as estirpes de “lactobacilos” em meio De Man, Rogosa
and Sharpe Agar (MRSA), a 37 °C e em microaerofilia durante 48 horas. A microaerofilia
foi gerada através do sistema Anoxomat AN2CTS (Mart Microbiology B.V., Alemanha),
criando uma atmosfera com 6% de O., + 7,1% de CO, e 3,6% de H.. Ap6s incubacao, as
placas inoculadas foram guardadas a 4 °C até utilizacao, por um periodo maximo de duas
semanas. Para utilizacdo nos ensaios todas as estirpes foram repicadas nos meios
adequados durante 24 h e usadas para cultura overnight (~16 h) a 37 °C em
microaerofilia a 100 rpm, em meio Tryptic Soy Broth (TSB) para as estirpes de A. butzleri

e De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) para as estirpes de “lactobacilos”.

3.3. Avaliacao do crescimento de lactobacilos

Neste ensaio foram testadas diferentes condicées de crescimento para as estirpes de
“lactobacilos”, para avaliar as condicoes associadas a um melhor crescimento, mas
também de propriedades probidticas. Assim, apos crescimento em meio so6lido foram
realizadas culturas overnight sob diferentes condicoes de crescimento: (i) ambiente de
microaerofilia com agitacao (100 rpm), (ii) ambiente de microaerofilia em estatico e (iii)

incubacdo a 5% de CO. em estatico. O efeito das condi¢des ambientais foi avaliado no
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crescimento das bactérias por avaliacao do crescimento dos “lactobacilos” ao fim de 16 h
de cultura nas diferentes condicoOes, fazendo a leitura da densidade 6tica a 600 nm
(DOsoonm), € contagem de células viaveis. A contagem de células viaveis foi feita por
determinacao das unidades formadoras de colonias (UFC)/mL, fazendo diluicoes
decimais sucessivas das amostras em NaCl 0.85% (p/vol) estéril, seguido da aplicacao
pelo método drop plate em placa de MRSA, e incubacao por 48 h a 37 °C em condicoes
de microaerofilia gerada através do sistema Anoxomat. Este ensaio foi realizado pelo
menos trés vezes independentemente para cada estirpe. A monitorizacdo de
propriedades probiéticas foi realizada através do método de difusdo em poco de acordo

com o descrito na subsecc¢ao 3.6.

3.4. Avaliacao de sobrevivéncia a ambientes acidicos

A avaliacao de sobrevivéncia a ambientes acidicos foi feita como descrito por Isohanni et
al., (2013) com ligeiras alteracoes. Assim, as estirpes de A. butzleri e “lactobacilos” em
estudo foram cultivadas como descrito anteriormente, sendo que as células apos cultura
overnight foram centrifugadas a 12300 xg e depois ressuspendidas em meio TSB para
A. butzleri e meio MRS para os probioticos em estudo, ajustando a uma concentracao
celular de aproximadamente 108 UFC/mL. De seguida foram adicionados 300 pL da
suspensao celular a 2700 pL do respetivo meio de crescimento ajustado aos pH 4; 3,5; 3
e 2,5 por adicdo de acido cloridrico 1 M, e as culturas incubadas a 37 °C. Contagens
viaveis de A. butzleri e dos probidticos foram determinadas a 0, 20, 40, 60 e 120 minutos
de exposicao ao stress acidico por diluices sucessivas em solucao salina tamponada com
fosfato (PBS) estéril, pH 7,4 (10 mmol/L) seguido de aplicacao pelo método drop plate
em TSA para A. butzleri ou MRSA para as estirpes probioticas, e incubacao por 48 h a 37
°C em condicoes de microaerofilia. Este ensaio foi realizado pelo menos trés vezes

independentemente para cada estirpe.

3.5. Avaliacao da suscetibilidade a sais biliares

Neste ensaio o perfil de suscetibilidade a sais biliares das estirpes em estudo foi avaliado
através da realizacdo de ensaios de determinacdo de concentracdo minima inibitéria
(CMI), pelo método de diluicao em agar. Assim, foram preparadas placas de TSA para
estirpes de A. butzleri e placas de MRSA para estirpes de “lactobacilos” com diversas
concentracoes de sais biliares (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) consistindo
aproximadamente de uma mistura 1:1 de colato de sédio e desoxicolato de s6dio, numa

gama de 20% a 0,125% (m/vol).
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Para todas as estirpes em estudo, foi normalizada a densidade do indculo suspendendo
as colonias partindo de cultura em meio sélido como descrito na se¢ao 3.2., numa solucao
salina de 0,85% (m/vol) de NaCl e ajustada a 0,5 unidades de MacFarland. De seguida
foi preparada uma diluicdo de 1:10 em solucdo salina e foram inoculados 2 pL na
superficie de cada placa de meio previamente preparada com concentracoes diferentes
de sais biliares. Estas placas foram depois incubadas a 37 °C em microaerofilia durante
48 h. Para controlo de crescimento, as estirpes foram inoculadas em meio TSA para A.
butzleri e em meio MRSA para os probiéticos, sem a adicao de sais biliares. A CMI foi
determinada assumindo a concentracdo da primeira placa que nao apresentava
crescimento a olho nu. Este ensaio foi realizado pelo menos trés vezes de forma

independente.

3.6. Difusao em poco e avaliacao de crescimento de
Aliarcobacter butzleri nos sobrenadantes livres de células

de “lactobacilos”

Neste ensaio, o efeito do sobrenadante livre de células (SLC) no crescimento de A.
butzleri foi avaliado pelo método de difusao em poco e por avaliacao do crescimento na
presenca de SLC. Assim, para o ensaio de difusdo em pogo comegou por se preparar
placas com 20 mL de TSA, perfurando depois o agar com uma pipeta de vidro, dando
origem a pog¢os com um diametro de aproximadamente 6 mm. De seguida, as suspensoes
celulares de A. butzleri, preparadas como descrito no ponto 3.5, foram inoculadas nas
placas usando uma zaragatoa. Os SLC utilizados neste ensaio foram preparados de
acordo com as condi¢des otimizadas no ponto 3.3, obtidas por separacado das células do
sobrenadante por centrifugacao a 8000 xg durante 5 min, seguido de filtracao através
de filtro de poro de 0,2 um. Os sobrenadantes foram mantidos a -20 °C até utiliza¢do. 50
pL de cada SLC foi adicionado em cada pogo das placas previamente preparadas e
inoculadas. Ao fim de 48 h foram medidos os halos de inibi¢ao de crescimento.

Para aprofundar a avaliacao do efeito do SLC sobre A. butzleri, a estirpe A. butzleri
AB28/11 foi previamente cultivada como descrito na seccao 3.2. Uma placa de 96 pocos
de poliestireno foi preparada, colocando nos primeiros dois pocos de cada coluna 50 pL
de SLC, e do segundo poco até ao ultimo foram colocados 50 uL. de meio TSB, e foram
feitas diluicoes sucessivas de 1:2. De seguida, 50 uL da suspensao de A. butzleri com
concentracao de 108 UFC/mL foi colocado nos pocos.

Por forma a avaliar a natureza da atividade antimicrobiana do SLC, os sobrenadantes

foram submetidos a varias condicoes, estas sendo, o tratamento do SLC a temperatura
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de 100 °C durante 30 minutos, e ajuste do pH dos SLC a 5,5 e 7,0 com NaOH. Como
controlo usou-se o ensaio onde foi adicionado TSB no lugar da suspensao bacteriana.

Depois de preparadas as placas, estas foram incubadas durante 48 h a 37 °C em
microaerofilia. A leitura destas placas foi feita no leitor de microplacas (Biorad, xMark)
a 620 nm. O valor de DOs20onm provém da média do valor do ensaio subtraindo o controlo
para cada condicao. Estes ensaios foram realizados em duplicado e pelo menos trés vezes

independentemente de cada estirpe.

3.7. Cocultura de Aliarcobacter butzleri com cada um dos

probiodticos em estudo

As coculturas foram realizadas com as estirpes de “lactobacilos” anteriormente descritas
e com uma estirpe de A. butzleri AB28/11, provenientes de culturas overnight
preparadas como previamente descritas na secao 3.2.

Os meios utilizados para os ensaios de cocultura foram TSB, MRS ou uma mistura de 1:1
de TSB e MRS. Em cada condic¢ao foi colocado um tubo de ensaio com a estirpe de A.
butzleri, um tubo com a estirpe de “lactobacilos” e ainda outro tubo com ambas as
estirpes em cocultura, nas mesmas concentracoes celulares. Assim, em cada tubo foi
usado um volume total de 3 mL, colocando 2700 pL do respetivo meio de crescimento e
300 uL de suspensao bacteriana previamente preparada a uma concentraciao de 108
UFC/mL ou 2400 pL do respetivo meio com 300 pL de cada estirpe, quando feita
cocultura com estirpe AB28/11 e estirpes de “lactobacilos” em estudo. Contagens de
células viaveis de A. butzleri e “lactobacilos” foram realizadas as o0, 24 e as 48 h por
dilui¢oes sucessivas em PBS estéril, seguido do método drop plate em placas de Modified
Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Agar (mCCDA), sendo este um meio seletivo para
A. butzleri, e placas de MRSA, sendo este meio seletivo para as estirpes probioticas. As
placas foram colocadas durante 48 h em incubacdo a 37 °C em condigdes de
microaerofilia. Este ensaio foi realizado pelo menos trés vezes independentemente para

cada estirpe.

3.8. Avaliacao do efeito do SLC na formacao de biofilmes

A estirpe A. butzleri AB28/11 foi previamente cultivada conforme descrito anteriormente
na secao 3.2. A partir da cultura overnight foi entao preparada uma suspensao celular
ajustada a uma DOezonm de 0,2, que equivale a aproximadamente 108 UFC/mL em TSB.
De seguida, foi colocado 500 uL da suspensao celular numa placa de 24 pocos de

poliestireno e 500 pL de cada SLC. O ensaio foi feito com SLC e SLC com o pH ajustado
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a 7. Como controlo negativo foram adicionados 1 mL de TSB ou TSB com MRS 1:1 (v/v),
o controlo de formacao de biofilme foi feito fazendo a suspensao celular nos meios de
cultura indicados. A incubacao da placa foi feita em microaerofilia durante 48 h a 37 °C.
Ao fim das 48 h procedeu-se a leitura da DOs2onm, seguida da revelagao do biofilme, assim
primeiramente foi removido o meio de cada poco e incubando a placa a 55 °C durante 1
h. Apo6s a hora de incubacao, o biofilme foi corado com 1 mL de violeta de cristal a 0,1%
(m/v) em agua desionizada e incubado a temperatura ambiente por 15 min. De seguida,
os pocos foram lavados trés vezes com agua destilada e secos a 55 °C durante 15 min. O
violeta de cristal ligado foi solubilizado com 1 mL de solucao contendo 30% de metanol
e 10% de acido acético. Por ultimo, de forma a quantificar a formacao de biofilme, foi
efetuada a leitura da absorvancia das amostras a 570 nm, com recurso a um leitor de
microplacas (Biorad, xMark). Para além disso foi calculado o indice de formacao de

biofilme (IFB) com a equacao:

AbSc7onm(ensaio) — Abss;onm(controlo negativo)

IFB =
DOgr0nm (ensaio) — DOgzonm (Controlo negativo).

Cada ensaio foi executado com oito replicados em trés ensaios independentes.

3.9 Avaliacao da adesao de Aliarcobacter butzleri e estirpes

de “lactobacilos” a linha celular Caco-2

Neste ensaio foi utilizada uma linha celular imortalizada de células de adenocarcinoma
colorretal humano (Caco-2). Estas células foram cultivadas em frascos de cultura com
meio Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) high glucose a pH 7,2 suplementado
com 10% (v/v) de soro fetal bovino, 1% (v/v) de aminoacidos nao essenciais, 100 pg/mL
de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina, a 37 °C em 5% CO. e com mudanca de meio
de dois em dois dias até ser atingida a confluéncia de aproximadamente 80%. Antes da
realizacao do ensaio, as células foram tripsinizadas e procedeu-se a contagem das células
viaveis. De seguida, as células foram semeadas a uma concentracao de 1,4 x 105 células
por poco em lamelas revestidas com poli-D-lisina, colocadas em placas de poliestireno
de 24 pocos e incubadas durante 3 dias a 37 °C em 5% CO.. As estirpes de A. butzleri e
probioticos foram cultivadas como descrito anteriormente na secao 3.2. Assim, as
culturas overnight foram recolhidas e centrifugadas a 12300 xg durante 5 min, lavadas
e ressuspendidas em meio DMEM suplementado, mas sem antibiotico, e pré-aquecido a
37 °C. Para confirmar a densidade celular de cada uma das suspensoes preparadas foram
realizadas diluicoes sucessivas decimais, que foram inoculadas em placas de meio

mCCDA para a estirpe de A. butzleri e MRSA para as estirpes probidticas, para posterior
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contagem. As células Caco-2 foram lavadas com 500 pL de PBS duas vezes, sendo de
seguida adicionados 500 pL de cada uma das suspensoes bacterianas, quer de A. butzleri
ou das estirpes de “lactobacilos” em estudo, ajustadas a 10% UFC por poco
correspondendo a uma multiplicidade de infecao (MOI) de aproximadamente 100. De
seguida a placa foi incubada durante duas horas nas condic6es acima referidas, para que
fosse permitida a ocorréncia de adesdo. Ao fim das duas horas as células foram lavadas
duas vezes com 500 pL de PBS. De seguida as células foram fixadas com 200 pL de
metanol durante 30 minutos. As lamelas foram coradas utilizando a técnica de Gram. As
bactérias aderidas e as células de Caco-2 foram contadas em 20 campos ao microscopio

para avaliar o indice de adesao(Wang et al., 2014).

3.10. Avaliacao da competicao, deslocamento e exclusao de
Aliarcobacter butzleri com as estirpes de “lactobacilos” na

adesao e invasao a linha celular Caco-2

Neste ensaio as células Caco-2 foram cultivadas como descrito acima, com a excecao de
que neste caso, as células foram cultivadas diretamente nas placas de 24 pogos, nao
sendo usadas lamelas no fundo dos pocos. As estirpes de A. butzleri e “lactobacilos”
foram também preparadas como descrito na secao 3.9.

Assim, para avaliacdo da competicdo entre A. butzleri e “lactobacilos”, as células Caco-2
foram lavadas com 500 pL de PBS duas vezes, sendo de seguida adicionados 500 uL de
cada uma das suspensoes bacterianas, quer de A. butzleri ou das estirpes de
“lactobacilos” em estudo, ajustadas a 108 UFC por poco correspondendo a uma
multiplicidade de infecao (MOI) de aproximadamente 100. Nos ensaios de avaliacao de
competicdo entre A. butzleri e cada uma das estirpes de probidticos foi adicionado 250
pL de cada suspensdo no dobro da concentragdo do ensaio com cada estirpe
individualmente. De seguida a placa foi incubada durante duas horas nas condicoes
acima referidas, para que fosse permitida a ocorréncia de adesao e invasao.

Depois de passadas as duas horas, as células foram lavadas 3 vezes com 500 uL de PBS
estéril de modo a remover as bactérias que nao aderiram, tendo o ntimero de bactérias
que interagiram (aderentes e internalizadas) sido determinado através da lise das células
Caco-2 com 500 pL de Triton X-100 a 0,1% (v/v), seguida da realizacao de diluicoes
sucessivas decimais e contagem em placas com meio mCCDA ou MRSA dependendo da
espécie a analisar.

Na avaliacao da invasao bacteriana, depois das 2 h de incubacao e das etapas de lavagem
acima indicadas foram adicionados 500 pL do meio usado para as células Caco-2

contendo 125 pg/mL de gentamicina a cada poco da placa de 24 pocos, seguindo-se uma
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hora de incubacdo de forma a matar as bactérias extracelulares. Apds incubacao, as
células foram lisadas pela adicao de 500 pL de Triton X-100 a 0,1% (v/v) e 0 nimero de
bactérias intracelulares libertadas foi determinado através da realizacdo de diluicoes
sucessivas decimais e contagem em placas de meio mCCDA e/ou MRSA por incubacao
em condicOes de microaerofilia a 37 °C durante 48 h. Para a avaliacao de deslocamento
de A. butzleri induzido pelos “lactobacilos” em estudo, as células Caco-2 foram lavadas
com 500 pL de PBS duas vezes, sendo de seguida adicionados 500 pL da suspensao
bacteriana de A. butzlerti, ajustada a 108 UFC por poco. De seguida, a placa foi incubada
durante 2 h nas condicGes acima referidas. Depois de passadas as duas horas, as células
foram lavadas 3 vezes com 500 uL de PBS e foi adicionado 500 pL da suspensao
bacteriana de “lactobacilos” ajustada a 108 UFC por pogo e incubada durante 1 h nas
condicbes acima referidas. Apo6s incubagao, as células foram lavadas como referido acima
no ensaio de competicao, e a avaliacdo da adesao e invasao foi realizada como descrita
acima. Para a avaliacdo de exclusao de A. butzleri pelos “lactobacilos” em estudo, as
células Caco-2 foram lavadas com 500 uL de PBS 2 vezes, sendo de seguida adicionados
500 uL suspensao bacteriana de “lactobacilos” ajustada a 108 UFC por poco e incubada
durante 1 h nas condic¢Ges acima referidas. Apos incubacgao, as células foram lavadas 3
vezes com 500 L de PBS e foi adicionado 500 pL da suspensao bacteriana de A. butzlerti,
ajustada a 108 UFC por poco e a placa foi incubada durante mais 2 h nas condi¢des acima
referidas. A adesao e invasao foi avaliada como descrito anteriormente. Todos os ensaios
foram realizados em triplicado, pelo menos 3 vezes de forma independente (Campana et

al., 2012).
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

A. butzleri é apresentado como um enteropatdégeno emergente, sendo classificado pela
Comissao Internacional de Especificagbes Microbiologicas de Alimentos como um
patdogeno de perigo moderado para humanos. Estando associada a doencas
gastrointestinais, é necessario que esta ultrapasse diversas barreiras para atingir o seu
alvo no hospedeiro, nomeadamente a microbiota intestinal onde estao incluidos os
probioticos. Assim, este trabalho teve como objetivo o estudo do efeito que os probioticos

tém na viruléncia de A. butzleri, como uma potencial alternativa para o seu controlo.

4.1. Selecao das condicoes do crescimento das estirpes de

“lactobacilos” em estudo

A otimizacao do crescimento dos “lactobacilos” é um processo importante para o
desenvolvimento dos restantes ensaios realizados neste trabalho, com isso em mente foi
avaliado o crescimento das estirpes de “lactobacilos” em diferentes condigdes de
incubacao.

Analisando a Tabela 1 pode-se verificar que as trés estirpes de “lactobacilos” apresentam
crescimento médio aproximado nos trés ambientes estudados, no entanto apesar de
alguma variabilidade associada verificou-se uma DO ligeiramente superior em

microaerofilia com agitacao.

Tabela 1 — Média + desvio padrao da DOsoonm € UFC/mL de trés espécies de “lactobacilos” considerando trés
condigoes de incubacio.

Microaerofilia com Microaerofilia sem L.
. e~ e~ 5% de CO: em estatico
Estirpes agitacao agitacao
DO6oonm UFC/mL DO6oonm UFC/mL DO6oonm UFC/mL
Limosilactobacillus
reuteri ATCC 7,36+0,99 3,01£1,23x107  5,70+2,14 2,15+5,20%x107 5,44+2,60 1,04+5,33%107
23272
Lactobacillus
acidophilus LMG 7,34+2,35 2,80+£1,91x107 6,72+0,97 3,15+1,45%107 5,82+1,26 2,02+8,83%107
9433
Lactiplantibacillus
plantarum ATCC 7,66+1,03 3,37+£2,59x107 6,10+0,80 3,19+1,08x107 6,60+0,46 2,35+6,87x107
8014
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Numa fase inicial, e considerando que as condicoes de cultura testadas nao
influenciaram de forma significativa o crescimento e viabilidade das bactérias, neste
estudo ainda se considerou a potencial producdao de produtos antimicrobianos pelos
“lactobacilos” na selecdo das condi¢oes de crescimento dos “lactobacilos” a usar. De
facto, é conhecido que os sobrenadantes de culturas de “lactobacilos”, nomeadamente L.
acidophilus, L. reuteri e L. plantarum, contém uma variedade de compostos que podem
ter atividade antimicrobiana, tais como acido latico, peréxido de hidrogénio (H.O.),
bacteriocinas e biosurfactantes (Scillato et al., 2021). Assim, a suscetibilidade das
estirpes de A. butzleri na presenca de SLC produzidos pelos “lactobacilos” em estudo foi
avaliada usando a metodologia de difusdo em pogo, um ensaio bastante utilizado para

avaliar a suscetibilidade das bactérias a varios compostos (Balouiri et al., 2016).
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Figura 1- Didmetro de inibicao dos sobrenadantes livre de células produzidos pelas estirpes de “lactobacilos”
em diversas condicoes de incubacao sobre as estirpes de Aliarcobacter butzleri em estudo, Ab28/11 (A),
DQ40A1 (B), INSA 2999 (C), INSA 2756 (D). Os resultados apresentados apresentam os valores
médios+desvio padrdo de pelo menos trés ensaios independentes. Os resultados foram analisados
estatisticamente através do teste one-way ANOVA.

Quando comparado o efeito das condicoes de cultura das estirpes de “lactobacilos”
estudadas na producao de compostos com atividade antimicrobiana verifica-se que nao
ha diferenca significativa na inibicdo de quatro estirpes de A. butzleri (Figura 1).
Considerando que as condicoes de cultura testadas nao demonstraram influenciar
significativamente o crescimento das estirpes de “lactobacilos” em estudo, ou a
viabilidade (Tabela 1), ou mesmo a producao de compostos antimicrobianos (Figura 1),

para os futuros ensaios foi selecionada a condicao de microaerofilia com agitacao, devido
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a ter um valor de DOgsoonm maior e ter menor variabilidade na contagem de UFC/mL, e
ser a condicao de crescimento 6tima das estirpes de A. butzleri.

Vérios estudos relativamente a espécies de “lactobacilos” utilizam uma variedade de
condicoes de crescimento e meios, sendo que os “lactobacilos” podem libertar uma
variedade de compostos dependente destes fatores, como é o caso das bacteriocinas
(Abbasiliasi et al., 2017; Lim, 2010; Sidooski et al., 2019). No entanto, os resultados
obtidos neste trabalho demonstram nao existir diferenca na inibicdo, o que pode
significar que o agente que leva a inibicdo das estirpes de A. butzleri esta presente nas

diferentes condicoes, suportando a selecao das condicoes de crescimento.

4.2. Resisténcia das bactérias a condicoes adversas

encontradas no trato gastrointestinal

As bactérias no seu percurso pelo trato gastrointestinal sdo expostas a uma variedade de
condicdes adversas como o pH acidico ou sais biliares. As bactérias patogénicas de forma
geral tém mecanismos para ultrapassar e adaptar-se a estas condicoes adversas (Flint et
al., 2016). Para além das bactérias patogénicas, quando se assume o uso profilatico ou
terapéutico de probioticos, também estes tém a necessidade de ultrapassar estas

barreiras.

4.3.1. Avaliacdo de sobrevivéncia a ambientes acidicos

Apos ingestao, as bactérias tém de ultrapassar o pH acido do estobmago, que pode variar
entre 2 e 7. Por sua vez, o pH acidico pode levar a lesdes na membrana externa da bactéria
ou causar uma perturbacdo do pH citoplasmatico devido a exposicao e influxo de ides H*
que resultam em danos no DNA e na inativacao de enzimas, e levando a morte celular
(Flint et al., 2016). No entanto, as bactérias podem defender-se quando expostas a pH
acido através da regulacdo positiva da expressao de enzimas de defesa como carboxilases
de aminoacidos, urease, entre outras, que ajudam a manter a homeostase do pH dentro

da célula (Flint et al., 2016).

Na figura 2 sao apresentados os resultados da sobrevivéncia das estirpes de A. butzleri

em estudo, a varios pH acidos que se podem encontrar no hospedeiro.
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Figura 2 — Sobrevivéncia de Aliarcobacter butzleri AB28/11 (A), DQ40A1 (B), INSA 2999 (C), INSA 2756
(D) a pH acidicos de pH 4, 3,5, 3, 2,5, durante 2 horas. Estes resultados correspondem a média + desvio
padrao do log UFC/mL em pelo menos trés ensaios independentes. A linha a tracejado marca o limite de
detecdo do método.

Analisando os resultados obtidos na Figura 2, pode-se observar que em relacdo ao pH 4
todas as estirpes sobrevivem durante pelo menos 20 min, no entanto, apés 40 min a
estirpe A. butzleri INSA 2999 tem um declinio bastante acentuado em comparacao com
as estirpes INSA 2756, DQ40A1 e AB28/11, que ainda sobrevivem ao fim dos 40 min,
demonstrando uma maior tolerancia ao pH acido. De facto, as estirpes de origem
alimentar (Figura 2 A e B) demonstraram ser mais resistentes mesmo a pH 3,5, enquanto

a pH 3 e 2,5 todas as estirpes de A. butzleri ap6s 20 min de incubagido nao apresentam

crescimento.

Este resultado vem contradizer os resultados obtidos por Isohanni et al., (2013) que
aponta para a incapacidade de A. butzleri sobreviver ao fim de 1 h a pH 4, mas estdo em
linha com o apresentado por Martins et al., (2021) onde a maioria das estirpes de A.
butzleri estudadas terao maior capacidade de sobrevivéncia a pH 4. No geral, estes
resultados e outros sugerem que o perfil de suscetibilidade a pH 4cido parece ser

dependente de estirpe (Isohanni et al., 2013; Martins et al., 2021; Martins et al., 2022).

Por sua vez, as estirpes de “lactobacilos” avaliadas demonstraram sobreviver aos
diferentes pH testados durante os 120 min, mantendo a viabilidade inicial (Figura 3), em

linha com a resisténcia a pH acidicos descrita para estas bactérias (Gao et al., 2022;
Singhal et al., 2021).
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Figura 3 - Sobrevivéncia das estirpes Limosilactobacillus reuteri ATCC 23272 (A), Lactobacillus acidophilus
LMG 9433 (B) e Lactiplantibacillus plantarum ATCC 8014 (C) a pH acidicos de pH 4, 3,5, 3, 2,5 durante 2
horas. Estes resultados correspondem a média + desvio padrdo do log UFC/mL em pelo menos trés ensaios
independentes. A linha a tracejado marca o limite de detegdo do método.

Em suma, os resultados apresentados apontam para a dificuldade de A. butzleri
sobreviver a pH acidico normalmente encontrado no estobmago, apenas sobrevivendo
durante 1 h a pH 4, enquanto as estirpes de “lactobacilos” terao capacidade de sobreviver
a essa gama de pH. Apesar da dificuldade demonstrada pelas estirpes de A. butzleri, a
sua sobrevivéncia a passagem no estbmago pode ser possivel devido ao pH poder variar

de 2 a7 com a alimentacao (Flint et al., 2016).

4.3.2. Avaliacao da suscetibilidade a sais biliares

A bilis é uma barreira importante presente no trato gastrointestinal, sendo a exposicao a
esta no intestino uma grande barreira para muitas espécies de bactérias. A bilis tem a
capacidade de afetar os fosfolipidios e proteinas das membranas celulares e perturbar a
homeostase celular das bactérias. Os sais biliares sdo uma parte importante dos
constituintes da bilis, pois altas concentracdes destes levam a que os lipidos das
membranas sejam rapidamente dissolvidos e causam dissocia¢ao de proteinas integrais

da membrana (Begley et al., 2005).
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Na Tabela 2 pode-se observar que a maioria das estirpes de A. butzleri sdo tolerantes as
concentracoes fisiologicas de sais biliares observadas no humano, as quais se podem
encontrar entre 0,2 e 2% (Mateus et al., 2023). Assim, estes resultados sugerem que as
concentracoes de sais biliares normalmente presentes no intestino nao sao suficientes

para impedir a colonizac¢ao por A. butzleri.

Tabela 2 — Concentracao minima inibitéria de sais biliares para quatro estirpes de A. butzleri e trés espécies
de “lactobacilos”

Estirpes CMI
Aliarcobacter butzleri AB28/11 5%
Aliarcobacter butzleri DQ40A1 1,25%
Aliarcobacter butzleri INSA 2999 5%
Aliarcobacter butzleri INSA 2756 5%
Limosilactobacillus reuteri ATCC 23272 0,15%
Lactobacillus acidophilus LMG 9433 0,3%
Lactiplantibacillus plantarum ATCC 8014 0,6%

O efeito dos sais biliares em A. butzleri nao tem sido muito estudado, no entanto, em
2023 um estudo mostrou que ao fim de 24 h de incubacao, mas em cultura em meio
liquido, a estirpe de A. butzleri ndao sobrevivia a 5% de concentracao de sais biliares,
sendo, no entanto, capaz de sobreviver em concentracoes até 2% de sais biliares. Apesar
das diferencas na metodologia, os resultados apresentados na Tabela 2 estao em linha
com o obtido por Mateus et al. (2023), o que sugere a capacidade destas estirpes de A.
butzleri ultrapassarem esta barreira do trato gastrointestinal demonstrando a potencial
patogenicidade destas estirpes (Mateus et al., 2023). Por sua vez as estirpes de
“lactobacilos” em estudo sao menos tolerantes as concentracoes de sais biliares presentes
no corpo humano. L. plantarum apresenta uma CMI de 0,6% demonstrando tolerar
concentracoes baixas de sais biliares encontradas no corpo humano. Por sua vez, L.
acidophilus e L. reuteri apresentam uma tolerancia ainda mais baixa, demonstrando que
poderao nao ter a capacidade de resistir as concentracoes de sais biliares presentes no

corpo humano.

Estes resultados nao vao de encontro a outros trabalhos que referem que espécies de
“lactobacilos”, na sua maioria, sobrevivem as condi¢oes encontradas no trato
gastrointestinal, nomeadamente estirpes de L. acidophilus e L. reuteri, sendo que este
altimo tera capacidade de sobreviver até 1% (Gao et al., 2022). Em contrapartida, esta
descrito que uma estirpe de L. plantarum nao tera capacidade de sobreviver acima de

0,5% de sais biliares, o que vai de encontro aos 0,6% de CMI obtidos neste estudo,
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realcando que estes resultados sao dependentes das estirpes. Em suma, estes resultados
vém demonstrar que os “lactobacilos” tém dificuldade em ultrapassar a barreira dos sais
biliares no trato gastrointestinal, podendo justificar a sua fraca capacidade de

colonizacao ap6s o consumo destes (Singhal et al., 2021).

4.3. Avaliacao do crescimento de Aliarcobacter butzleri na
presenca de sobrenadante livre de células produzidos pelos

“lactobacilos” em estudo

Para este ensaio e os restantes foi selecionada a estirpe de A. butzleri AB28/11, pois
apresentou uma maior capacidade de resistir as condicoes associadas ao percurso do

trato gastrointestinal em relacao as restantes estirpes estudadas.

Os probidticos por norma libertam uma variedade de compostos antimicrobianos que
estdo presentes no seu SLC. Os “lactobacilos” por exemplo sdo conhecidos por libertar
acido lactico podendo este causar interferéncia no crescimento das estirpes patogénicas
(Danilova et al., 2019; Wang & Zeng, 2022). Com isso em mente foram testados os SLC
das diferentes estirpes de “lactobacilos” no crescimento da estirpe A. butzleri AB28/11, a

diferentes condicoes.

Nas figuras 4 e 5 pode-se observar o efeito dos sobrenadantes tratados a temperatura de

100 °C e com pH ajustado a 5,5 e 7, no crescimento de A. butzleri.

Analisando as Figuras 4 e 5, podemos verificar que o crescimento da estirpe de A. butzleri
AB28/11 ¢ inibido as concentracoes de SLC de 12,5% nos casos de L. plantarum, e de
25% para L. acidophilus e L. reuteri, no entanto a atividade antimicrobiana ¢ inativada
quando o pH ¢ ajustado a 5,5 ou 7 (Figura 4). Um perfil similar de inibicao ao dos SLC
nao tratados é observado quando estes SLC sofrem um tratamento térmico a 100 °C, sem

ajuste de pH (Figura 5).
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Figura 5 - Efeito do sobrenadante livre de células de Limosilactobacillus reuteri (A), Lactobacillus
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desvio padrao do log UFC/mL em pelo menos trés ensaios independentes.
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Os resultados apresentados sugerem que a inibicdo de crescimento de A. butzleri pelo
SLC se deve a acidez deste, considerando que o pH dos sobrenadantes varia entre 2,5 e
4, e como observado na secdo 4.2. as estirpes de A. butzleri nao sobrevivem a pH 4cidos.
Estes resultados estdo de acordo com outros estudos, pois estes demonstraram nao
existir inibicao de diversas bactérias patogénicas com o tratamento de temperatura a 100
°C. Quando os sobrenadantes tém o pH ajustado a 7 e 5,5 havera uma eliminagao da
inibicdo do crescimento de A. butzleri, o que estd em concordancia com outros estudos,
mas estes sdo altamente dependentes da espécie bacteriana e mesmo da estirpe em
estudo. De facto, estirpes mais resistentes a pH 4cidos obtém resultados diferentes dos

apresentados neste estudo (Danilova et al., 2019; Scillato et al., 2021).

4.4. Cocultura de Aliarcobacter butzleri com cada uma das

estirpes de “lactobacilos” em estudo

A avaliacdo da sobrevivéncia em cocultura é essencial para a avaliacdo do efeito
probiotico das estirpes de “lactobacilos” quando na presenca de estirpes A. butzleri. Este
ensaio é utilizado para avaliar a sobrevivéncia competitiva entre os “lactobacilos” e A.
butzleri (Peng et al., 2018), pelo que o crescimento de A. butzleri em diferentes meios de
crescimento com TSB, MRS e TSB/MRS em cocultura com as estirpes de “lactobacilos”

em estudo foi avaliado (Figuras 6, 7 e 8).

Analisando a Figura 6A verifica-se que na presenca de L. reuteri, em meio TSB, ao fim
de 24 h, o crescimento da estirpe A. butzleri AB28/11 nao é inibido, nao havendo também
alteracdes ao fim de 48 h. Quando é usado o meio MRS verifica-se uma inibi¢do do
crescimento de A. butzleri AB 28/11, mesmo na auséncia de L. reuteri (Figura 6B). Por
sua vez, em meio TSB e MRS nas proporcoes de 1:1 (figura 6C), verifica-se uma reducao
do log UFC/mL, no entanto, verifica-se que a estirpe A. butzleri AB28/11 nao apresenta

crescimento ao fim de 24h ou 48 h quando em cocultura com a estirpe de L. reuteri.
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Figura 6 - Culturas de Aliarcobacter butzleri e Limosilactobacillus reuteri e coculturas de Aliarcobacter
butzleri e L. reuteri, em diferentes meios de cultura, TSB (A), MRS (B) ou TSB e MRS (C) na proporcao de
1:1, durante 48 h. Os resultados apresentados apresentam os valores médios + desvio padrao de pelo menos
trés ensaios independentes. A linha a tracejado marca o limite de detecdo do método. Os resultados foram
analisados estatisticamente através do teste t de student. ns: p>0,05, ****p< 0,0001.

Considerando o potencial efeito da cocultura de A. butzleri com L. acidophilus, verifica-
se que, contrariamente ao observado para L. reuteri, quando na presenca de L.
acidophilus em meio TSB, o crescimento da estirpe A. butzleri AB28/11 é inibido as 24h
e as 48 h (Figura 7A). Do mesmo modo, quando em cocultura com a estirpe de L.
acidophilus em meio TSB e MRS nas proporcoes de 1:1, A. butzleri AB28/11 é inibida as

24 e 48 h (Figura 7B e 7C).
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Figura 7 — Culturas de Aliarcobacter butzleri e Lactobacillus acidophilus e coculturas de Aliarcobacter
butzleri com Lactobacillus acidophilus, em diferentes meios de cultura, TSB (A), MRS (B) ou TSB e MRS
(C) na proporcao de 1:1, durante 48 h. Os resultados apresentados apresentam os valores médios + desvio
padrio de pelo menos trés ensaios independentes. A linha a tracejado marca o limite de detecdo do método.
Os resultados foram analisados estatisticamente através do teste t de student. ns: p>0,05, ****p< 0,0001.

Na Figura 8 pode-se ver o crescimento de A. butzleri em diferentes meios de crescimento
com TSB, MRS e TSB e MRS em conjunto, e em cocultura com a estirpe L. plantarum.
Quando na presenca de L. plantarum o perfil geral obtido é semelhante ao observado

com L. acidophilus, ocorrendo inibicao de A. butzleri em meio TSB e TSB com MRS.
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Figura 8. Culturas de Aliarcobacter butzleri e Lactiplantibacillus plantarum e coculturas de Aliarcobacter
butzleri e Lactiplantibacillus plantarum, em diferentes meios de cultura, TSB (A), MRS (B) ou TSB e MRS
(C) na proporcao de 1:1, durante 48 horas. Os resultados apresentados apresentam os valores médios +
desvio padrao de pelo menos trés ensaios independentes. A linha a tracejado marca o limite de detegdo do
método. Os resultados foram analisados estatisticamente através do teste t de student. ns: p>0,05, *** p<
0,001, ****p< 0,0001.

Avaliando estes resultados em conjunto podemos ver que existem diferencas quando a
cocultura ¢é feita em meio TSB, pois cada estirpe de “lactobacilos” tem resultados
diferentes potenciando inibicao, inibicao parcial, ou nao apresentando qualquer inibicao
do crescimento de A. butzleri, ao fim de 24 h. Ao fim de 48 h, L. acidophilus e L.
plantarum mostraram inibir o crescimento da estirpe AB28/11, enquanto L. reuteri ndo
inibe o crescimento em meio TSB. Quanto a mistura de meios de TSB e MRS na
proporg¢ao 1:1, os resultados sido idénticos para todas as estirpes de “lactobacilos”,
verificando-se uma inibicao do crescimento da estirpe A. butzleri AB 28/11, ao fim de
24h e 48 h. O diferente perfil de inibicao das estirpes de “lactobacilos” nos diferentes
meios podera estar associado a diferente libertacao de compostos antibacterianos por
parte dos “lactobacilos”, potencialmente tornando o meio mais acido com a libertacao de
acido latico, acontecendo em maior quantidade no meio MRS. O pH podera ser a razao
para ocorrer inibicao nos diferentes meios por parte dos “lactobacilos”, mas com MRS
também podera haver a produciao de alguma molécula que nao seja passivel de ser

produzida por L. reuteri em TSB.
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Estes resultados estao de acordo com os obtidos para outras bactérias patogénicas
quando na presenca de “lactobacilos”, como o caso de Campylobacter jejuni para o qual
o crescimento € inibido pela presenca de “lactobacilos”, em particular das espécies de L.
acidophilus e Lacticaseibacillus casei (Campana et al., 2012; Tabashsum et al., 2018).
Outro estudo com L. casei mostrou a inibicdo de um variado nimero de bactérias
patogénicas, como E. coli, Salmonella enterica serovar Typhimurium e Listeria

monocytogenes, quando em cocultura (Peng et al., 2015).

4.5 Avaliacao do efeito do sobrenadante livre de células na

formacao de biofilmes

A formacao de biofilme é um mecanismo de defesa usado amplamente por bactérias,
sendo um fator importante para a sobrevivéncia e patogenicidade destas bactérias. O
biofilme torna as bactérias patogénicas mais resistentes a agentes antimicrobianos
devido a reducao da penetracao dos antimicrobianos, para além de tornar o metabolismo
bacteriano mais lento fazendo com que a atividade antimicrobiana seja diminuida e
ajudando a sobrevivéncia em condicoes hostis (Zamani et al., 2017).

Neste estudo avaliou-se o potencial de inibicdo dos SLC das estirpes probidticas em

estudo na formacao de biofilmes da estirpe de A. butzleri AB28/11.

AbS570 nm

IFB (Indice de formacéo de biofilme)

Figura 9 — Efeito dos SLC das estirpes de “lactobacilos” na formacao de biofilme por Aliarcobacter butzleri
AB28/11, considerando a revelagdo com violeta de cristal e a absorvancia a 570 nm e o indice de formacao
de biofilme (B). Os resultados apresentados apresentam os valores médios + desvio padrao de pelo menos
trés ensaios independentes. ns: p>0,05, * p<0,05, ** p< 0,01, ****p< 0,0001 pelo teste t de student.

Como podemos observar na Figura 9, a estirpe de A. butzleri AB 28/11, na presenca de

SLC de L. plantarum ou L. acidophilus, apresenta uma potenciacao significativa da
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formacao de biofilme, enquanto o SLC da estirpe L. reuteri demonstra inibir totalmente
a formacao de biofilme. No entanto, quando se considera a formacao de biofilme em
funcao do crescimento de A. butzleri, o SLC de L. plantarum demonstra potenciar,
enquanto o de L. acidophilus demonstra nao afetara formacao de biofilme da estirpe de
A. butzleri. Relativamente ao SLC de L. reuteri, mantém atividade de inibicao da
formacdo de biofilme em funcao do crescimento da estirpe de A. butzleri. Estes
resultados relativos a L. plantarum nao estao de acordo com um estudo de Zamani et al
(2017) que indica que o SLC de L. plantarum reduzia ou inibia totalmente a formagao de
biofilme de Pseudomonas aeruginosa (Zamani et al., 2017). Outro estudo relativamente
a uma estirpe de L. reuteri indicava que havia reducao significativa ao fim de 24 h, mas
ao fim de 48 h nao é significativa na formacao de biofilme de estirpes de Paenibacillus

larvae (Babrud et al., 2019).

Por sua vez, quando o pH dos sobrenadantes é acertado a 77 (figura 9), os resultados sao
ligeiramente diferentes. Em relacao a L. reuteri, quando o pH do SLC é acertado a 7,
existe uma alteracao do seu comportamento, deixando de inibir a formacao de biofilmes,
assim podendo o pH 4acido ser uma das causas da inibicao do biofilme por L. reuteri,
possivelmente associado a uma inibi¢ao do crescimento de A. butzleri. Relativamente a
L. plantarum, apresenta alteragoes de inibi¢ao (Figura 9) havendo uma reduc¢ao no IFB
quando o pH do SLC é acertado a pH 7, aparentando diminuir a potenciacao de formacao
de biofilme. Em relacao a L. acidophilus, nao existe qualquer alteracao estatistica do seu
IFB em relacao ao sobrenadante livre de células com pH a 7. Estes resultados podem ser
justificados com a reducao de stress causado na estirpe de A. butzlert, pois esta apresenta
dificuldades de sobrevivéncia a pH mais 4cidos como demonstrado anteriormente neste
estudo, isto pode vir de acordo com (Babrud et al., 2019) que demonstrou existir uma
diferenca na inibicdo da formacao de biofilme de Paenibacillus larvae por parte L.

reuteri quando os SLC sdo ajustados a pH superiores.
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4.5 Avaliacao da adesao de Aliarcobacter butzleri e estirpes

de “lactobacilos” a linha celular Caco-2

A adesao a células epiteliais intestinais € um importante fator e pré-requisito dos
probioticos, consequentemente também é um importante fator na patogenicidade das
bactérias. Assim, inicialmente procedeu-se a avaliacdo do indice de adesdo dos

“lactobacilos” em estudo e da estirpe A. butzleri AB28/11, a linha celular Caco-2.

Tabela 3 — Indice de adesfio a linha celular Caco-2 para A. butzleri e trés espécies de “lactobacilos” em estudo

Indice de adesédo

Estirpes indice de adesio (microcolénias)
Aliarcobacter butzleri 10,18+ 1,95 0
AB28/11
Limosilactobacillus reuteri 30,28+ 3,07 217,75+ 50,48
ATCC 23272
Lactobacillus acidophilus 4,27+ 1,40 0
LMG 9433
Lactiplantibacillus 3,48+ 0,44 0
plantarum ATCC 8014

Figura 10 — Campo aleatério de microscopio, representativo da adesdo de: Aliarcobacter butzleri
AB28/11(A), Limosilactobacillus reuteri  ATCC 23272 (B), Lactobacillus acidophilus LMG 9433 (C) e
Lactiplantibacillus plantarum  ATCC 8014 (D). As setas indicam as bactérias. A ampliacdo usada foi de
63x. A coloracao utilizada foi Coloracdao de Gram.
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Analisando a Tabela 3 e a Figura 10 podemos verificar que a estirpe A. butzleri AB28/11
apresenta um maior indice de adesao que as estirpes L. plantarum e L. acidophilus. Por
sua vez, A. butzleri apresenta menor indice de adesao que a estirpe L. reuteri, sendo a
adesdo desta acompanhada por um padrao de agregacdo bacteriana ndo verificado nas

outras estirpes estudadas.

A adesao é o primeiro passo para os probioticos exercerem efeitos benéficos no
hospedeiro, podendo levar a prevencao da adesdo de estirpes patogénicas, por
competicao pelos recetores, ou até a interacao com a superficie de adesao destas levando
a uma diminuicdo da viruléncia das bactérias patogénicas (Ding et al., 2021; Taha-

Abdelaziz et al., 2019).

Estes resultados demonstram que as estirpes em estudo de “lactobacilos” em grande
parte apresentam uma adesao baixa a células de Caco-2, com a excecao de L. reuteri que
apresenta um indice de adesdao comparativamente elevado. Este padrao pode dever-se a
sua elevada autoagregacdo, sendo que a literatura demonstra que a capacidade de
autoagregacao estara relacionada com capacidade de adesao (Kos, 2002), e podera assim
justificar os resultados obtidos neste ensaio. Outro estudo feito por Tuo et al., 2013,
demonstrou que a adesao a células Caco-2 é estirpe dependente. demonstrando que
diferentes estirpes de lactobacilos tinham capacidades de adesao diferentes, com estirpes
de L. plantarum exibindo diferentes padroes de adesdo e até de autoagregacao(Tuo et
al., 2013). Neste estudo, os resultados obtidos para L. plantarum nao estao de acordo
com a literatura, tendo sido demonstrado por Tuo et al., 2013 alta adesao a células Caco-
2 por parte das estirpes de L. plantarum. Um estudo por Tuomola & Salminen, 1998
demonstrou uma capacidade de adesao semelhante entre L. plantarum e L. acidophilus.
o que vai ao encontro dos resultados obtidos (Tuomola & Salminen, 1998). Para a estirpe
de L. reuteri nao foi encontrado nenhum estudo nesta linha celular, sendo este o

primeiro estudo.

4.6 Avaliacao da competicao, deslocamento e exclusao de
Aliarcobacter butzleri com as estirpes de probidticos na

adesao e invasao a linha celular Caco-2

A adesao e invasao sao um ponto importante na avaliacao da patogenicidade da bactéria.

Existem varios estudos que demonstram esta importancia para uma variedade de
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estirpes de A. butzleri, no entanto desconhece-se o comportamento desta bactéria
quando em presenca de “lactobacilos”. Assim, este estudo foi feito para avaliar a adesao
e invasao da estirpe de A. butzleri AB28/11 na presenca das estirpes de “lactobacilos” em
estudo, quando competindo em simultaneo entre elas, na exclusao e no deslocamento de
A. butzleri na adesao e invasao de células Caco-2. Isto considerando, que as estirpes
probioticas devem ser capazes de competir, excluir e deslocar bactérias patogénicas para
serem consideradas eficazes como probidticos. Assim foi avaliado o impacto dos

“lactobacilos” na atenuacao de viruléncia da estirpe de A. butzleri.

Na Figura 11 pode-se observar que, quando em competicdo, nenhuma das estirpes
probioticas estudadas afeta a capacidade da estirpe A. butzleri AB28/11 em aderir a
células Caco-2, nao tendo qualquer efeito de potenciacao ou de inibicdo. No entanto, a
adesao das estirpes de L. acidophilus e de L. plantarum sao afetadas pela presenca da
estirpe A. butzleri AB28/11, levando a uma diminuicao da sua adesao. Por sua vez, a
estirpe de L. reuteri nao apresenta alteracdo significativa na sua adesao quando em
competicdo com a estirpe A. butzleri AB28/11, em células Caco-2, em linha com o seu

maior indice de ades3o.
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Figura 11 — Capacidade de adesdo da estirpe de Aliarcobacter butzleri AB28/11 a células Caco-2
isoladamente ou em competicao com as varias estirpes de “lactobacilos”: Limosilactobacillus reuteri ATCC
23272 (A), Lactobacillus acidophilus LMG 9433 (B) e Lactiplantibacillus plantarum ATCC 8014 (C). Os
resultados apresentados apresentam os valores médios + desvio padrdo de pelo menos trés ensaios
independentes. ns: p>0,05, ** p< 0,01 ****p< 0,0001 pelo teste t de student.

Quando considerando o potencial de invasao, podemos observar na Figura 12 que
nenhuma das estirpes de “lactobacilos” apresenta potencial para inibir ou potenciar a
capacidade de invasao da estirpe A. butzleri AB28/11 a células Caco-2, quando
competindo. Ao contrario do que acontece na capacidade de adesao da maioria das
estirpes de “lactobacilos” estudadas, estas ndo apresentam reducao de invasao quando

em competicao com estirpe A. butzleri AB28/11.
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Figura 12 — Capacidade de invasdo da estirpe de Aliarcobacter butzleri e “lactobacilos” a células de Caco-2
isoladamente e em competicdo com as varias estirpes de “lactobacilos”: Limosilactobacillus reuteri  ATCC
23272 (A), Lactobacillus acidophilus LMG 9433 (B) e Lactiplantibacillus plantarum ATCC 8014 (C). Os
resultados apresentados apresentam os valores médios + desvio padrao de pelo menos trés ensaios
independentes. ns: p>0,05 pelo teste t de student.

Depois de avaliada a capacidade de adesao e invasao quando competindo, foi estudado a
capacidade de os “lactobacilos” em estudo deslocarem a estirpe A. butzleri AB28/11

quando esta ja esta aderida as células Caco-2.

Na Figura 13 pode-se verificar que quando as estirpes de lactobacilos sdao colocadas
posteriormente a estirpe de A. butzleri, existe uma diferenca significativa na adesao desta

as células Caco-2, existindo uma diminuicao significativa de adesao por parte da estirpe

AB28/11.
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Figura 13 — Capacidade de adesdo da estirpe de Aliarcobacter butzleri e “lactobacilos” a células de Caco-2
isoladamente e no ensaio de deslocamento com as varias estirpes de “lactobacilos”: Limosilactobacillus
reuteri ATCC 23272 (A), Lactobacillus acidophilus LMG 9433 (B) e Lactiplantibacillus plantarum ATCC
8014 (C). Os resultados apresentados apresentam os valores médios + desvio padrdo de pelo menos trés
ensaios independentes. ns: p>0,05 pelo teste t de student.

Por sua vez, na Figura 14 pode-se constatar que nenhuma das estirpes de “lactobacilos”
em estudo tem influéncia na invasao da estirpe de A. butzleri AB28/11, quando feito o

ensaio de deslocamento.
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Figura 14 — Capacidade de invasdo da estirpe de Aliarcobacter butzleri e “lactobacilos” a células de Caco-2
isoladamente e no ensaio de deslocamento com as varias estirpes de “lactobacilos” Limosilactobacillus
reuteri ATCC 23272 (A), Lactobacillus acidophilus LMG 9433 (B) e Lactiplantibacillus plantarum ATCC
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8014 (C). Os resultados apresentados apresentam os valores médios + desvio padrdo de pelo menos trés
ensaios independentes. ns: p>0,05 pelo teste t de student.

Por altimo, foi avaliada a capacidade de os “lactobacilos” excluirem A. butzleri, limitando
a sua adesao e invasao. Na Figura 15 podem observar-se os resultados da adesao de A.
butzleri, posterior a adesao por “lactobacilos” em estudo. Neste caso, a pré-adesao de
“lactobacilos” levou a uma diminuicao da adesao de A. butzleri AB28/11 por L. reuteri e

L. plantarum, mas o mesmo nao se verificou com L. acidophilus.
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Figura 15 — Capacidade de adesao da estirpe de Aliarcobacter butzleri e “lactobacilos” a células de Caco-2
isoladamente e no ensaio de exclusdo com as vérias estirpes de “lactobacilos”: Limosilactobacillus reuteri
ATCC 23272 (A), Lactobacillus acidophilus LMG 9433 (B) e Lactiplantibacillus plantarum ATCC 8014 (C).
Os resultados apresentados apresentam os valores médios + desvio padrao de pelo menos trés ensaios
independentes. ns: p>0,05 pelo teste t de student.

Na Figura 16, como previamente observado no ensaio de competicao e de deslocamento,
nao existe alteracao da invasao da estirpe A. butzleri AB28/11 na presenca das estirpes

de “lactobacilos”.
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Figura 16 — Capacidade de invasao da estirpe de Aliarcobacter butzleri e “lactobacilos” a células de Caco-2
isoladamente e no ensaio de exclusdo com as varias estirpes de “lactobacilos”: Limosilactobacillus reuteri
ATCC 23272 (A), Lactobacillus acidophilus LMG 9433 (B) Lactiplantibacillus plantarum ATCC 8014 (C).
Os resultados apresentados apresentam os valores médios + desvio padrao de pelo menos trés ensaios
independentes. ns: p>0,05 pelo teste t de student.

De forma geral, estes resultados demonstram que a maioria das estirpes de “lactobacilos”
estudadas nao aparentam ter efeito na adesao ou invasao da estirpe de A. butzleri, nao
tendo sido verificado nem potenciacao, nem diminuicdo quando em competi¢do. No
entanto, verificou-se em alguns casos a inibicao, por parte da estirpe A. butzleri AB28/11,
da adesao das estirpes de “lactobacilos” como é o caso de L. acidophilus e de L.
plantarum quando em competicao. Por outro lado, no caso do ensaio de deslocamento e
exclusao, as estirpes de lactobacilos demonstram conseguir afetar a adesao da estirpe de
A. butzleri, sendo que nao tem efeito na invasao desta. Enquanto nos ensaios de
competicdo era demonstrado que as estirpes de “lactobacilos” ndo tinham qualquer
efeito na adesdo e invasao da estirpe de A. butzleri, nos ensaios de deslocamento e
exclusdo, ja se observa o efeito dos “lactobacilos” na adesao de A. butzleri. A literatura
refere que a inibi¢ao de adesao e invasao por parte dos probidticos pode dever-se a mais
do que apenas a competicao pelo local de adesao e invasao, sendo que estes resultados
podem dever se a uma variedade de mecanismos utilizados pelos probidticos, inclusive
estas espécies de “lactobacilos” na inibicao de adesao e invasao de estirpes patogénicas.
Destes mecanismos um exemplo é o uso de proteinas S-layer pelos “lactobacilos”, que
estdo envolvidas em exclusdo e competicido de estirpes patogénicas em células HeLa
como demonstrado para E. coli e Salmonella Typhimurium na presenca de Lactobacillus
crispatus (Chen et al., 2007). Outro mecanismo que pode justificar estes resultados sera
a libertagao de acidos organicos, como o 4cido lactico libertado por estes “lactobacilos”,

que por Lin et al., (2009) foi demonstrado inibir a adesao de Helicobacter pylori em
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células AGS epiteliais gastricas humanas (Lin et al., 2009), similarmente ao observado
por Taha-Abdelaziz et al., (2019) em C. jejuni. Campana et al., (2012) demonstrou que a
causa pela qual os “lactobacilos” podem inibir a adesdo e invasdo de bactérias
patogénicas, podera ser através de peptideos antimicrobianos libertados pelos

“lactobacilos”, neste caso referindo-se a L. acidophilus(Campana et al., 2012).

No geral, os resultados obtidos neste trabalho, ainda que muito interessantes, diferem
dos descritos em outros estudos, que demonstraram que, em geral, os “lactobacilos” tém
a capacidade de diminuir a adesao e invasao de outros agentes patogénicos quando em
competicao, por exemplo diminuindo estas capacidades em C. jejuni a células Caco-2,
(Campana et al., 2012; Peng et al., 2018; Tabashsum et al., 2018). Para além disso, os
autores demonstraram que a regulacao dos genes associados a viruléncia em C. jejuni
por espécies de “lactobacilos” impacta a sua capacidade de sobrevivéncia, colonizacao e

invasao (Taha-Abdelaziz et al., 2019).

Assim, neste trabalho, e ao contrario do descrito na literatura, ndo parece existir
qualquer efeito, tanto inibitério como potenciador, das estirpes de “lactobacilos” na
estirpe de A. butzleri em estudo, quando em competi¢do. No entanto, nos ensaios de
deslocamento e exclusao, os resultados ja estdo mais em linha com o que esta descrito
em outros estudos, nomeadamente no estudo de Campana et al.,, (2012), onde é
demonstrada a capacidade de L acidophilus reduzir a adesao e invasao de C. jejuni em
células Caco-2 e onde também foram obtidos melhores resultados para os ensaios de
deslocamento, o que est4 de acordo com os resultados obtidos neste trabalho (Campana

etal., 2012).
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Capitulo 5 - Conclusao

Aliarcobacter butzleri é uma espécie pertencente ao género Aliarcobacter, pertencente
a familia Arcobacteraceae, é uma bactéria patogénica de Gram-negativo, que tem vindo
a ser descrita como amplamente distribuida em diversos ambientes e hospedeiros. Esta
bactéria esta associada a doencas como diarreia grave, enterite e bacteremia. Sendo
considerada um enteropatogeno, que deve atravessar o trato gastrointestinal para atingir
o local de colonizac¢ao, encontrando no percurso diversas barreiras como o pH, os sais
biliares e probioticos. Considerando isto, neste trabalho pretendeu-se estudar o

potencial efeito dos probioticos na sobrevivéncia e viruléncia de A. butzleri.

Assim, primeiramente foi avaliada a tolerancia de A. butzleri e dos probio6ticos em
estudo, a condicOes gastrointestinais, nomeadamente pH &acido e sais biliares. Nas
estirpes de A. butzleri estudadas foi demonstrado dificuldade de crescimento a pH acido,
ao contrario do que foi demonstrado nas estirpes de “lactobacilos”, considerados
probidticos, no qual todas apresentaram crescimento na gama de pH testada. Na
avaliacdo da tolerancia aos sais biliares, os resultados apresentados demonstram que A.
butzleri apresenta resisténcia as concentracoes fisioldgicas de sais biliares encontradas
no corpo humano, ao contrario das estirpes de “lactobacilos”, que apresentam menor
resisténcia a estas concentracoes. No geral, estes resultados sugerem que as estirpes de
A. butzleri e “lactobacilos” em estudo sao capazes de resistir ao percurso do trato

gastrointestinal.

De seguida, foi efetuada uma avaliacdo do efeito do sobrenadante dos probioticos ou da
cocultura no crescimento de A. butzleri, tendo sido demonstrado que a inibicao do
crescimento da estirpe de A. butzleri estudada pelo sobrenadantes livres de células das
trés estirpes probioticas é provavelmente devida a acidez. Esta acidez sera causada pela
libertacao de compostos por parte destas estirpes, que por sua vez tornam o meio mais
acido, levando a reducao do crescimento de A. butzleri. Quando foi analisado o
crescimento de A. butzleri na presenca de estirpes de “lactobacilos”, este estudo
demonstrou que existe uma inibicao de sobrevivéncia da estirpe de A. butzleri por parte
das trés estirpes probioticas, apesar de esta inibicdo ser dependente da espécie de

lactobacilos, e variar consoante o meio de cultura usado.

No seguimento do estudo anterior foi também avaliado o efeito dos sobrenadantes dos
probidticos na formacao de biofilmes de A. butzleri, tendo-se demonstrado que o SLC de

L. plantarum aparenta potenciar a formacao de biofilme, enquanto o de L. acidophilus
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nao tem qualquer efeito na formacao de biofilme de A. butzlert; por sua vez o SLC de L.

reuteri aparenta inibir ligeiramente a formacao de biofilme de A. butzleri.

O ultimo objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das estirpes probioticas na viruléncia
de A. butzleri, mais concretamente na competicdo na adesdo e invasao celular. Os
resultados mostraram que nenhuma das trés estirpes de “lactobacilos” tem qualquer
efeito na adesao e invasao de A. butzleri em células Caco-2, quando em competicao. Em
contraste, foi observado que A. butzleri produziu um efeito de inibi¢cao na adesao de duas
das estirpes probioticas, L. acidophilus e L. plantarum quando em competi¢iao, nao
tendo este resultado sido previamente descrito com outras bactérias enteropatogénicas.
Nos ensaios de deslocamento e exclusao, os resultados demonstram uma capacidade de
todas as estirpes de “lactobacilos” na diminuicao da adesao da estirpe de A. butzleri, mas
nao tendo efeito na invasao desta. No entanto, o facto de ter sido estudada apenas uma

estirpe de A. butzleri, ndo permite generalizar estes resultados.

Em suma, neste trabalho foi demonstrado que os probiéticos poderao ter um importante
papel em limitar o crescimento de A. butzleri, mas o seu potencial sobre a viruléncia

desta bactéria ainda precisa de ser mais explorado.
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Capitulo 6 - Perspetivas futuras

Tendo em consideracdo o potencial de estirpes de “lactobacilos” serem aplicadas como
probioticos, a escassez de conhecimento acerca do seu papel sobre A. butzleri, e os
resultados obtidos neste trabalho, sugerem a necessidade de mais estudos para
aprofundar o conhecimento do efeito dos probidticos na viruléncia de A. butzleri, tais

como:

e Alargar o nimero de estirpes de A. butzleri em estudo;
e Alargar o nimero de estirpes probio6ticas em estudo;
e Determinar a causa do efeito inibidor dos sobrenadantes de probioticos,

nomeadamente dos “lactobacilos”.
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