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Resumo

Aliarcobacter butzleri é um enteropatégeno emergente que tem sido considerado um
grave perigo para a saude humana. Nos tultimos anos, varios isolados resistentes a
antibioticos, comummente utilizados no tratamento de infecbes por Al butzleri,
nomeadamente a macréolidos, tém sido identificados. Contudo, os mecanismos de
resisténcia associados ainda nao se encontram completamente elucidados. Para além
disso, tem-se verificado que isolados com altos niveis de resisténcia aos macroélidos nao
sdo frequentemente encontrados no meio ambiente. Assim, os objetivos deste trabalho
focaram-se na avaliacdo dos potenciais mecanismos que podem estar associados a
resisténcia a macroélidos e os efeitos que esta aquisicao de resisténcia pode ter na robustez
da bactéria e na sua suscetibilidade a outros antibitticos. Para tal, procedeu-se a: i)
avaliacdo da contribuicdo de mutacbes espontaneas na aquisicdo de resisténcia a
eritromicina; ii) inducdo, in vitro, de elevados niveis de resisténcia ao referido antibiotico,
a fim de identificar os mecanismos de resisténcia envolvidos; iii) avaliacdo do impacto da
aquisicao de resisténcia na suscetibilidade e robustez de Al butzleri. Inicialmente, a fim de
perceber de que forma a alteragdo da expressdo das bombas de efluxo afetava o
aparecimento de mutagoes espontaneas, foi determinada a frequéncia de mutacao da
estirpe nativa e duas estirpes mutantes para o gene areB da bomba de efluxo AreABC e
respetivo repressor transcricional areR. Com base nos resultados é possivel especular que
o aumento da expressao da bomba de efluxo AreABC origina um aumento da frequéncia
com que ocorrem mutagoes espontaneas nesta espécie. Seguidamente, foi determinada a
taxa de mutacdo espontanea da estirpe de AL butzleri DQ40A1, através do ensaio de
flutuacdo, o que permitiu classificar a estirpe nativa como fracamente hipermutéavel. Nos
ensaios de inducao de resisténcia a eritromicina, in vitro, foi possivel efetuar a inducao de
elevados niveis de resisténcia a este antibiotico, verificando-se aumentos de 512x na
concentracdo minima inibitéria. Ao avaliar a suscetibilidade de estirpes provenientes dos
ensaios de flutuagdo (cinco mutantes), e de evolucao (evolucdo 8 e 9), na auséncia de
eritromicina, nao se verificaram alteracoes significativas no perfil de crescimento das
estirpes em estudo, a excecdo da estirpe resistente da evolucao 8 que apresentou uma
diminuicdo da taxa de crescimento. Em relacao ao perfil de crescimento na presenca de
eritromicina foi observado que as estirpes altamente resistentes da evolucao 8 e 9 e a
estirpe controlo do solvente da evolucao 9 apresentavam crescimento na presenca das
concentracoes mais elevadas de eritromicina. Além disso, as estirpes em estudo
apresentaram uma diminui¢ao da suscetibilidade a ciprofloxacina e a tetraciclina, contudo

nao foi verificada qualquer alteragdo em relagdo a resisténcia a compostos indutores de



stress oxidativo. Avaliando a expressado fenotipica das bombas de efluxo, observou-se que
tanto as estirpes provenientes do ensaio de flutuacao com as estirpes com elevados niveis
de resisténcia induzida in vitro demonstraram uma diminuicdo da capacidade de
acumulacdo de brometo de etidio. No caso da estirpe altamente resistente da evolucao 8,
este comportamento esta correlacionado com o aumento da expressao relativa do gene
areB, em cerca de 50 vezes quando comparado com a estirpe nativa, o que € explicado pela
mutacdo observada no gene que codifica para o repressor transcricional do sistema de
efluxo correspondente (AreABC). Em relacdo a avaliacdo da robustez, de forma geral, as
estirpes em estudo demonstraram menor motilidade, menor capacidade de formacao de
biofilme e ndo apresentaram diferencas significativas na sobrevivéncia em modelos
alimentares, quando comparados com a estirpe nativa. Assim, os resultados obtidos
sugerem que os sistemas de efluxo podem ter um papel determinante na aquisicao de
resisténcia a eritromicina e que alteracoes na suscetibilidade das estirpes a este agente

antimicrobiano podem ter um papel na viruléncia e na robustez da bactéria.
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Abstract

Aliarcobacter butzleri is an emerging enteropathogen that has been considered a serious
hazard to human health. In the past few years, several isolates resistant to antibiotics,
which are commonly used to treat infections by Al butzleri, namely to macrolides, have
been reported. However, the associated resistance mechanisms have not yet been fully
elucidated. Furthermore, it has been noticed that isolates with high resistance levels to
macrolides are not frequently found in the environment. Thus, the aims of this work were
focused on evaluating the potential mechanisms that may be associated with macrolide
resistance and the effects that this acquisition of resistance may have on the robustness of
the bacterium and on its susceptibility to other antibiotics. For this purpose, we proceeded
with the i) assessment of the contribution of spontaneous mutations in the acquisition of
resistance to erythromycin; ii) in vitro induction, of high levels of resistance to this
antibiotic, to identify the resistance mechanisms involved; iii) and the evaluation of the
impact of the resistance acquisition on the susceptibility and robustness of Al butzleri.
Initially, to understand how the alteration in the expression of the efflux pumps affected
the emergence of spontaneous mutations, the mutation frequency of the native strain and
two mutant strains, for the areB gene of the AreABC efflux pump and its transcriptional
repressor areR, has been determined. Based on the results, it can be speculated that an
increased expression of the AreABC efflux pump leads to an increase in the frequency with
which spontaneous mutations occur in this species. Next, the spontaneous mutation rate
of Al butzleri strain DQ40A1 was determined using the fluctuation assay, which allowed
the native strain to be classified as weakly hypermutable. In the assays of in vitro
induction of erythromycin resistance, it was possible to induce high levels of resistance to
this antibiotic, with increases of 512x of the minimum inhibitory concentration.
Evaluating the susceptibility of strains from the fluctuation (five mutants), and evolution
(evolution 8 and 9) assays in the absence of erythromycin, there were no significant
changes in the growth profile of the strains under study, except the resistant strain of
evolution 8 that showed a decreased growth rate. Regarding the growth profile in the
presence of erythromycin, it was observed that the highly resistant strains of evolution 8
and 9 and the solvent control strain of evolution 9 exhibited growth in the presence of the
highest concentrations of erythromycin. In addition, the strains under study showed
decreased susceptibility to ciprofloxacin and tetracycline; however, no changes were
observed concerning the resistance to oxidative stress inducing compounds. By assessing
the phenotypic expression of efflux pumps, it was observed that strains from the
fluctuation assay and strains with high levels of in vitro induced resistance showed a

decreased ability to accumulate ethidium bromide. In the case of the highly resistant
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strain of evolution 8, this behavior correlates with an increase in the areB gene relative
expression by around 50-fold when compared to the native strain, which is explained by
the mutation observed in the gene encoding for the transcriptional repressor of the
corresponding efflux system (AreABC). Regarding robustness evaluation, overall, the
strains under study demonstrated lower motility, decreased biofilm-forming ability, and
showed no significant differences in survival in food models when compared to the native
strain. Thus, the results obtained suggest that efflux systems may play a determining role
in the acquisition of resistance to erythromycin and that changes in the susceptibility of
strains to this antimicrobial agent might play a pivotal role in bacterial virulence and

robustness.
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Capitulo 1: Introducao

1.1 Género Aliarcobacter

O género Aliarcobacter encontra-se atualmente inserido na familia Arcobactereaceae, €
na ordem Campylobacterales (Waite et al., 2019). Este género é composto por 9 espécies
reconhecidas, isoladas a partir de diversas fontes, desde fezes de animais e humanos, a
carcacas de animais e até mesmo de amostras de agua (Alonso et al., 2020; Oren &
Garrity, 2020Db).

1.1.1 Taxonomia e desenvolvimento historico do género Aliarcobacter

No ano de 1977, Ellis e colaboradores descreveram, pela primeira vez, um organismo
espiralado proveniente de fetos de bovinos e suinos que foi inicialmente classificado como
Campylobacter aerotolerante com capacidade de crescer a baixas temperaturas, sendo
incluido no género Campylobacter (Ferreira et al., 2016). Em 1991, Vandamme e
colaboradores (Vandamme & De Ley, 1991), levaram a cabo um estudo filogenético que
analisou sequéncias parciais do gene 16S rRNA. Esta analise levou a que fosse proposta a
criacdo do género Arcobacter que inicialmente, seria composto por duas espécies,
previamente designadas de Campylobacter nitrofigilis e Campylobacter cryaerophila,
que passariam a ser conhecidas como Arcobacter nitrofigilis e Arcobacter cryaerophilus.
Posteriormente, foi adicionada a este novo género a espécie Campylobacter butzleri
(Arcobacter butzleri) e a nova espécie Arcobacter skirrowii (Perez-Cataluna et al., 2018;
Vandamme et al., 1992a). Até este ponto, o entdo denominado género Arcobacter
integrava a familia Campylobacteraceae, no entanto, em 2017, Waite e colaboradores,
ap6s uma analise genoémica comparativa entre trés géneros da familia
Campylobacteraceae: Arcobacter, Campylobacter e Sulfurospirillum, propuseram a
criacio de uma nova familia para acolher o género Arcobacter que se denominaria
Arcobacteraceae, alteragao taxonomica que foi validada em 2020 (Oren & Garrity, 2020a;

Waite et al., 2017).

Em 2018, devido a variabilidade genomica e a determinacdo de novas combinacoes de
carateristicas fenotipicas, Pérez-Catalufia e seus colaboradores propuseram uma revisao
taxondémica para a divisdao do género Arcobacter em pelo menos seis diferentes géneros:
Arcobacter,  Aliarcobacter, Halarcobacter, = Malaciobacter, Poseidonibacter,
Pseudarcobacter e um género candidato denominado Arcomarinus (Perez-Cataluna et
al., 2018). Os géneros Pseudarcobacter, Halarcobacter, Malaciobacter e Poseidonibacter
foram validados em 2019 (Oren & Garrity, 2019), e por sua vez o género Aliarcobacter foi

validado em 2020 (Oren & Garrity, 2020Db).



Recentemente, On e colaboradores procederam a reavaliacio da divisdo do género
Arcobacter, proposta por Pérez-Catalufia, através de uma analise comparativa ao nivel
genético, filogenético e fenotipo (On et al., 2020). Esta analise considerou que, embora a
proposta feita por Waite e colaboradores em 2017 fosse aceitavel, uma vez que foram
encontradas diferencas filogenéticas que justificavam a criacio da familia
Arcobactereaceae, a divisao do género Arcobacter em seis diferentes géneros, proposta
por Pérez-Cataluiia, deveria ser refutada, uma vez que todas as espécies eram capazes de
crescer em condicOes aerdbicas e a reclassificacio nao era cientificamente justificada,
considerando assim que a familia Arcobactereaceae deveria ser apenas constituida pelo
género Arcobacter, similarmente ao que acontece com outras familias de bactérias (On et
al,, 2020). Uma vez que nao existe um consenso em relacdo a nomenclatura, neste
trabalho vamos utilizar a classificacdo validada até ao momento, proposta por Pérez-
Cataluna e assim considerar o género Aliarcobacter como valido, bem como todas as

espécies que nele se inserem (Perez-Cataluna et al., 2018).

Dentro da familia Arcobacteraceae, o género Aliarcobacter tem vindo a receber mais
atencao, contando, até ao momento, com nove espécies validadas (Alonso et al., 2020;
Chieffi et al., 2020) (Tabela 1).

Tabela 1:Espécies do género Aliarcobacter, por ano e fonte de primeiro isolamento.

Espécie Ano Origem Referéncia
Aliarcobacter . .
. 1985 Fetos bovinos abortados (Neill et al., 1985)
cryaerophilus
. . Humanos e animais com doencas .
Aliarcobacter butzleri 1991 . . (Kiehlbauch et al., 1991)
diarreicas

Aliarcobacter skirrowii 1992 Fluido prepucial de touros (Vandamme et al., 1992a)
Aliarcobacter cibarius 2005 Carcacas de frango (Houf et al., 2005)

. . Figado e rins de abortos de suinos e de
Aliarcobacter thereius 2009 (Houf et al., 2009)
cloaca de patos

Aliarcobacter .
. 2011 Fezes de suinos (De Smet et al., 2011)
trophiarum
. L. i . (Whiteduck-Leveillee et al.,
Aliarcobacter lanthieri 2015 Suinos e estrume de gado leiteiro )
2015
. . . ) (Whiteduck-Leveillee et al.,
Aliarcobacter faecis 2016 Poco séptico de residuos humanos 6)
201
Aliarcobacter
2020 Cenoura e esgotos urbano (Alonso et al., 2020)

vitoriensis




1.1.2 Carateristicas gerais do género Aliarcobacter

As bactérias do género Aliarcobacter sao descritas como bacilos de Gram-negativo
curvados em forma de “S” (Perez-Cataluiia et al., 2018). Por ser um microrganismo de
Gram-negativo possui uma membrana interna, constituida por fosfolipidos, proteinas
integrais, uma membrana externa, composta por lipopolissacarideos e proteinas como as
porinas, separadas pelo espago periplasmatico que contém peptidoglicanos, carateristicas
que diminuem a permeabilidade da bactéria (Willey et al., 2007). Estas trés camadas,
podem ainda ser atravessadas por bombas de efluxo responsaveis pelo transporte ativo de
toxinas e antibidticos para fora da bactéria (Blair et al., 2015). A presenca de bombas de
efluxo associadas a baixa permeabilidade conferida pela estrutura das bactérias de Gram-

negativo facilitam a aquisicao de resisténcia a antibio6ticos (Blair et al., 2015).

O género Aliarcobacter possui, aproximadamente, 1 a 3 um de comprimento e 0,2 a 0,5
um de largura, nao formam esporos e possuem um unico flagelo polar que lhes confere
mobilidade (Perez-Catalufia et al., 2018). As espécies deste género multiplicam-se a
temperaturas entre 15 e 42 °C, sendo o seu crescimento inibido na presenca de 4 % de
NaCl, de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (0,04%, m/V) ou glicina (1% m/V). No entanto,
algumas espécies conseguem crescer na presenca de safranina (0,05% m/V) ou ox-gall (1%

m/V) (Perez-Cataluiia et al., 2018).

As espécies do género Aliarcobacter sao quimioorganotréficas, oxidase e catalase
positivas, contudo a atividade da urease é varidvel. Tém a capacidade de hidrolisar o
acetato de indoxil e conseguem reduzir nitrato a nitrito. No entanto, ndo possuem
capacidade de fermentacdo de hidratos de carbono e nao produzem pigmentos
fluorescentes (Chieffi et al., 2020). Em relacdo a composicio de bases do DNA,
Aliarcobacter é constituida por uma percentagem que varia entre 26,4 % e 29,4 % mol de

G+C (Perez-Cataluna et al., 2018).

1.2 Fontes de Aliarcobacter butzleri

Ao longo dos anos, diversas espécies do género Aliarcobacter tém sido isoladas a partir de
variados locais, desde alimentos de origem vegetal ou animal, como legumes, marisco ou
carne de aves, até amostras de agua, industrias de processamento alimentar como
queijarias ou mesmo isolados de animais e humanos (Ferreira et al., 2016; Hsu & Lee,
2015). Al. butzleri é considerado um patégeno emergente de origem alimentar e é
encontrado ao longo da cadeia alimentar, sendo apontado como um potencial problema
para a saude publica devido ao consumo de alimentos e aguas contaminadas (Chieffi et al.,

2020; Ferreira et al., 2019a).



1.2.1 Aliarcobacter butzleri em aguas

A presenca do género Aliarcobacter em diferentes fontes aquaticas, desde rios, lagos,
lencois freaticos, esgotos e até em agua para consumo humano tem vindo a ser reportada
em diversos estudos (Collado et al., 2008; Merga et al., 2014; Van Driessche & Houf,
2008). Tendo em conta os dados existentes, as aguas residuais sao as que apresentam
maior prevaléncia de Aliarcobacter, incluindo Al butzleri, Al. cryaerophilus e Al
skirrowii, seguidas da 4gua de mar, dguas superficiais , 4guas subterraneas e por fim, este

género é menos encontrado em agua considerada potavel (Venancio et al., 2022).

Merga e colaboradores isolaram pela primeira vez Al. butzleri em Inglaterra, a partir de
agua de esgotos nao tratada, tendo esta sido isolada a partir de todas as nove localizacGes
analisadas neste estudo, o que aponta para a presenca de Al. butzleri em esgotos de areas
urbanas (Merga et al., 2014). Um outro estudo realizado em Espanha, detetou Al butzleri
em todas as amostras provenientes de lagos, estando ainda presente em 94,1% das
amostras de rios, em 83,7% das amostras de 4gua do mar, 46,2% em amostras de lamas
ativadas de estagOes de tratamento de aguas residuais e em 26,3% das amostras de agua

de esgotos, concluindo que Al butzleri foi a espécie mais prevalente (94,0%).

Em 2008, um estudo realizado na Bélgica colocou a hipotese de que a presenca de AL
butzleri em amostras de fezes de animais saudaveis poderia levar a contaminacio de
reservatorios de agua potavel e lencois freaticos através das fezes dos animais, o que seria

um sério risco para outros animais e humanos (Van Driessche & Houf, 2008).

Pensa-se que a prevaléncia de espécies do género Aliarcobacter em ambiente aquatico se
encontre diretamente associada aos niveis de contaminacao fecal, uma vez que amostras
provenientes de locais afetados por esgotos urbanos apresentam um maior namero de
diferentes genotipos (Ferreira et al., 2016; Lee et al., 2012). Para além deste ponto, a
capacidade demonstrada por Al butzleri para sobreviver a baixas temperaturas e com
escassas reservas de nutrientes reforca o seu potencial como patégeno de origem aquatica
(Ferreira et al., 2016). Conclui-se assim que a presenca de espécies deste género em meio
aquatico é considerado um risco para a saide humana uma vez que muitos destes
ambientes aquaticos sao utilizados para atividades balneares e recreativas e que a sua
presenca na agua do mar pode levar a contaminacdo de moluscos (Collado et al., 2008;

Venancio et al., 2022).

1.2.2 Aliarcobacter butzleri em alimentos

Grande parte dos estudos, sobre a prevaléncia de espécies do género Aliarcobacter,

elaborados até ao momento, tém como principal foco os produtos alimentares, uma vez



que o consumo de alimentos contaminados é visto como a mais provavel fonte de
transmissao de Aliarcobacter a humanos (Hsu & Lee, 2015). A presenca de espécies do
género Aliarcobacter em produtos para consumo humano pode dever-se a contaminacoes
durante a producao priméria dos mesmos ou devido a contaminagoes cruzadas, durante o
processamento industrial ou doméstico levando a que haja uma transferéncia do agente

patogénico entre alimentos (Ferreira et al., 2019a).

Em relacdo a Al butzleri sao varios os estudos que tém demonstrado a sua ampla
distribuicao ao longo da cadeia alimentar, desde a fase de processamento dos alimentos,
passando pelos alimentos para venda ao consumidor final e mesmo em produtos prontos

para consumo humano (Ferreira et al., 2019a; Mateus et al., 2021a).

Diversos estudos tém vindo a demonstrar uma elevada prevaléncia de Al. butzleri em
amostras de carne de aves. Um estudo realizado em Espanha detetou a presenca de AL
butzleri em 100% das amostras de carne de frango, em 80% nas amostras de carne de
peru e em 50% das amostras de carne de pato (Collado et al., 2009), enquanto um outro
realizado em Portugal demonstrou uma prevaléncia de Al. butzleri em amostras de carne
de aves de 88,2% (Vicente-Martins et al., 2018). Embora com valores de prevaléncia mais
baixos, Al. butzleri também foi isolada a partir amostras de carne suina, bovina e ovina,
apresentando valores estimados de prevaléncia de 12,3%, 9,6% e 5,2%, respetivamente
(Mateus et al., 2021a). Resultados idénticos foram conseguidos por Golla e colaboradores
que concluiram que AL butzleri estava presente em amostras de carne bovina e gado
leiteiro (9% - 18%), embora com niveis de prevaléncia inferiores aos encontrados em carne
suina e de aves (Golla et al., 2002). A contaminacao dos varios tipos de carne também
pode ocorrer devido ao contato das carcacas dos animais com fezes de animais

contaminados durante o processo de abate (Collado & Figueras, 2011).

Uma outro setor onde a prevaléncia do género Aliarcobacter é bastante significativa é o
setor dos lacticinios, no qual é reportada uma prevaléncia entre 5,8% e 56% (Hsu & Lee,
2015). Em relacdo a Al. butzleri, um estudo realizado em Italia, com a finalidade de
investigar a presenca, distribuicao e persisténcia do género Aliarcobacter numa fabrica de
lacticinios artesanais, detetou a presenca de Al butzleri em 46,6% das amostras recolhidas
de leite e queijo (Giacometti et al., 2013). Valores idénticos foram obtidos num estudo que
avaliou amostras de leite de vaca, leite de bufala e de queijo fresco e no qual foi reportado
o isolamento de Al. butzleri em 38,9% das amostras de leite de vaca, em 12,5% de leite de
bufala e em 21,4% das amostras de queijo fresco (Yesilmen et al., 2014). Contudo, foram
reportados valores de prevaléncia mais baixos, como por exemplo, numa meta analise
levada a cabo por Mateus e colaboradores, no qual a prevaléncia estimada de Al butzleri

em lacticinios foi de 9,5 % num intervalo de confianca de 6% a 17% (Mateus et al., 2021a).



Para além destes alimentos, a espécie Al butzleri foi também isolada a partir de amostras
de peixe e marisco, sendo que um estudo levado a cabo em Portugal registou uma
prevaléncia de Al butzleri em 28,6% das amostras de peixe analisadas. Estes valores
estdo em linha com os valores obtidos na meta anélise levada a cabo por Mateus e
colaboradores, que reportou valores de prevaléncia estimada de Al butzleri de 24%, num
intervalo de confianca de 15,9 % a 34,5 %, em amostras de frutos do mar (Mateus et al.,

2021a; Vicente-Martins et al., 2018).

Foi também possivel o isolamento do género Aliarcobacter em 27,5% das amostras de
vegetais prontos a consumir, provenientes de supermercados da zona de Apulia, na Italia,
como por exemplo, espinafres, alface, racula e valeriana, sendo que 90,9% dos isolados
detetados correspondiam a espécie Al. butzleri, o que representa uma prevaléncia de AL
butzleri de aproximadamente 25% (Mottola et al., 2016). Um estudo, realizado em
Portugal, descreveu uma prevaléncia bastante superior a anterior em vegetais embalados e
prontos para consumo, sendo a prevaléncia reportada de 66,7% (Vicente-Martins et al.,
2018). De facto, a presenca de contaminacoes em vegetais pode ser um perigo para a
satide humana uma vez que, na grande maioria das vezes, estes alimentos sao consumidos
crus, o que torna os vegetais contaminados uma possivel fonte de infecao para os humanos

(Gonzalez et al., 2011).

1.2.3 Aliarcobacter butzleri em animais domésticos e selvagens

Estudos realizados na Dinamarca, Turquia, Paises Baixos e na Nova Zelandia, indicam que
as espécies mais comummente isoladas em répteis, aves como gansos, patos e perus e
também em animais domésticos como caes e gatos, sdo A. butzleri, A. cryaerophilus e
A. skirrowii (Atabay et al., 2008; Atabay et al., 2006; Gilbert et al., 2014; Petersen et al.,
2007).

Em relacao a prevaléncia de Al butzleri, esta espécie é frequentemente isolada a partir de
amostras de fezes, tratos gastrointestinais e até mesmo carcacas de diversos animais que
se destinam ao consumo humano como é o caso de frango, peru, gado bovino e ovino

(Collado & Figueras, 2011; Hsu & Lee, 2015).

Para além dos animais de quinta, AL butzleri é também frequentemente isolado a partir de
animais domésticos como é reportado num estudo realizado no sul de Italia que analisou
diferentes amostras provenientes de gatos domésticos e que reportou a presenca de Al
butzleri em 77,6% das amostras testadas (Fera et al., 2009). Contudo, resultados
diferentes foram observados num estudo realizado na Bélgica, com amostras de fezes e

esfregacos bocais de caes e gatos no qual nao foi isolado Al butzleri a partir de nenhuma



das amostras provenientes de gatos e apenas foi isolada a partir de uma amostra fecal de

cao (Feraet al., 2009; Houf et al., 2008).

AL butzleri foi também isolado a partir de amostras provenientes de diversos animais
selvagens e de jardins zooldgicos como por exemplo, amostras recolhidas a partir do
estomago de um feto de equino, amostras de fezes de pelicanos, amostras de urina de
rinocerontes e ainda em esfregacos cloacais e amostras fecais de lagartos, tartarugas,
cobras e macacos (Anderson et al., 1993; Fernandez et al., 2007; Gilbert et al., 2014;

Higgins et al., 1999; Wesley & Schroeder-Tucker, 2011).

Alguns estudos referem que a presenca de Al. butzleri nem sempre se correlaciona com a
presenca de sintomatologia associada a uma infecao, sendo que a explicacao proposta para
este facto é que, algumas estirpes desta espécie colonizam de forma generalizada o trato
gastrointestinal destes animais, tendo um papel na microflora intestinal (Collado &

Figueras, 2011; Houf et al., 2008).

1.2.4 Aliarcobacter butzleri em humanos

Como visto anteriormente, espécies do género Aliarcobacter sdo frequentemente isoladas
a partir de diversas fontes, como alimentos, dgua, animais domésticos e selvagens,
equipamentos da industria alimentar e também a partir de humanos (Silha et al., 2019). A
primeira espécie Aliarcobacter isolada a partir de humanos foi Al cryaerophilus, em
1988, na Australia (Tee et al., 1988). Contudo, varios estudos apontam Al. butzleri como a
quarta espécie de organismos Campylobacter-like mais prevalente em amostras de fezes
diarreicas em humanos (Collado et al., 2013; Prouzet-Mauleon et al., 2006; Vandenberg et
al.,, 2004). Em 2002, tanto AL cryaerophilus como Al. butzleri foram considerados um
perigo grave para a saude humana pela Comissdo Internacional de Especificacoes

Microbiolégicas para Alimentos (ICMSF, 2002).

Vérios sao os estudos que reportam o isolamento de Al. butzleri a partir de amostras de
fezes humanas como é o caso de um estudo levado a cabo na Bélgica, no qual foram
analisadas todas as amostras de fezes recolhidas em dois laboratorios hospitalares entre
janeiro de 1995 e dezembro de 2002. Este estudo concluiu que, das 67599 amostras de
fezes diarreicas e nao diarreicas recolhidas, foram detetados 77 isolados (0,14%) de AL
butzleri provenientes de amostras diarreicas e sete isolados (0,06%) provenientes de
amostras nao diarreicas, resultado que demonstra uma prevaléncia de Al. butzleri mais
elevada em amostras de fezes diarreicas (Vandenberg et al., 2004). Um outro estudo
realizado em Franca, onde foram analisadas 2855 isolados de organismos Campylobacter-

like, provenientes de amostras clinicas humanas recolhidas entre julho de 2002 e



dezembro de 2003 no qual, através do método molecular, foi possivel detetar que cerca de
1% (29/2855) dos isolados analisados correspondiam a espécie Al. butzleri, sendo que 27
dos isolados eram provenientes de fezes humanas (Prouzet-Mauleon et al., 2006).
Resultados semelhantes foram reportados por dois outros estudos, o primeiro realizado no
Chile por Collado e colaboradores que, apos analisarem 140 amostras de fezes diarreicas
humana usando uma combinacdo entre métodos tradicionais e métodos moleculares,
observaram uma prevaléncia de Al butzleri de 1,4% e o segundo, realizado em Portugal,
no qual foram recolhidas amostras de fezes provenientes de pacientes com sintomas
gastrointestinais agudos, e que reportou que foram detetados isolados de Al. butzleri em

1,3% das amostras analisadas (Collado et al., 2013; Ferreira et al., 2014).

Valores de prevaléncia ligeiramente inferiores foram observados noutros estudos como
por exemplo um realizado na Nova Zelandia, no qual foram recolhidas 1380 amostras de
fezes diarreicas entre outubro de 2007 e dezembro de 2008, sendo que 0,5% (77/1380) dos
isolados foram classificados como Al butzleri (Mandisodza et al., 2012). Resultados
idénticos foram verificados num estudo levado a cabo na Bélgica, onde foram analisadas
6774 amostras de fezes provenientes de humanos com sintomas de enterite, recolhidas
entre 2008 e 2013, no qual se observou uma prevaléncia de Al butzleri de 0,7%,
resultados que sdo semelhantes aos obtidos por um outro estudo realizado na Alemanha,
em 2020, no qual foram analisadas amostras de fezes humanas provenientes de pacientes
hospitalizados e de pacientes com alta hospitalar e foi obtida uma prevaléncia de 0,77% de
Aliarcobacter, sendo que destas 66,6% foram identificadas como sendo Al butzleri
(Bruckner et al., 2020; Van den Abeele et al., 2014). Contudo, valores de prevaléncia mais
elevadas foram reportadas no Chile, por um estudo no qual foi detetada a presenca de Al
butzleri em 3,6% dos isolados provenientes de criancas com diarreia, e na Africa do Sul,
através de um estudo que analisou 322 amostras de fezes provenientes de pacientes de um
hospital (255 amostras) e de criangas de uma escola priméaria (67 amostras) no qual 6,2%
dos isolados foram identificados, através de métodos moleculares, como Al butzleri
(Fernandez et al., 2015; Samie et al., 2007). Apesar de, no geral, a prevaléncia de Al
butzleri em amostras humanas ser reduzida, este valor pode estar a ser subestimado,
devido ao facto de os métodos de isolamento e detecao utilizados nao serem os ideais para

esta espécie bacteriana (Miller et al., 2007).

1.3 Vias de transmissao de Aliarcobacter butzleri

Como descrito anteriormente, Al. butzleri é considerado um patogeno emergente,
globalmente distribuido pela cadeia alimentar, facto que torna esta espécie num potencial

causador de problemas de satude publica devido a sua potencial transmissao a humanos e



animais (Collado & Figueras, 2011; Ferreira et al., 2019a). As vias de transmissao
associadas a Al butzleri ainda nao sao totalmente conhecidas, contudo pensa-se que o
consumo de agua e alimentos contaminados sejam as principais vias de transmissao

(Ferreira et al., 2016).

1.3.1 Consumo de dguas contaminadas

Como referido anteriormente, o consumo de agua contaminada é uma das possiveis vias
de transmissdo de Al. butzleri para animais e humanos, dado que esta bactéria foi ja
isolada a partir de varios ambientes aquaticos, mas também devido ao relato de surtos que
tiveram como provavel origem o consumo de 4gua contaminada por esta bactéria (Collado

& Figueras, 2011; Fong et al., 2007; Moreno et al., 2003; Rice et al., 1999).

Um surto de gastroenterite ocorrido em julho de 1996 num parque de campismo no Idaho,
Estados Unidos da América, foi o primeiro a ser associado a contaminacdo de 4guas
subterraneas por Al. butzleri, uma vez que foi possivel isolar esta bactéria a partir do pogo
do acampamento (Rice et al., 1999). Rice e colaboradores chegaram a conclusido de que o
surto teria ocorrido devido a uma falha no sistema de cloracdo da agua utilizada para
consumo dos campistas (Rice et al., 1999). Mais recentemente, em julho de 2004, um
novo surto, desta vez no Ohio, que afetou aproximadamente 1450 pessoas, sendo também
associado a aguas subterraneas que teriam sido contaminadas por aguas sépticas
provenientes de uma estacdo de tratamento de dguas apds um episoédio de precipitacao

intensa (Fong et al., 2007).

Os surtos anteriormente apresentados comprovam a hipétese de que a transmissao de AL
butzleri a humanos possa ocorrer devido ao consumo de 4gua contaminada (Ferreira et

al., 2016).

1.3.2 Consumo de alimentos contaminados

O consumo de alimentos contaminados tem sido apontado como uma das possiveis vias de
transmissao de Al. butzleri a humanos, uma vez que este microrganismo € encontrado em

diversos alimentos (Collado & Figueras, 2011; Ferreira et al., 2016).

Al butzleri tem sido detetado ao longo de toda a cadeia alimentar e pensa-se que esta
contaminacdo possa ser introduzida na cadeia alimentar através do setor primério, a
partir da contaminacao dos solos pela utilizacao de agua de estacOes de tratamento de
aguas residuais ou por fezes de animais quando estas sdo usadas como fertilizante, ou

também através da contaminacao fecal de carcacas de animais durante o processamento



da carne nos matadouros. (Mateus et al., 2021a) Para além destes pontos, o facto de AL
butzleri ter vindo a ser isolado a partir de superficies de processamento de alimentos, em
fabricas de lacticinios ou matadouros, aponta para a possibilidade de ocorrer uma
contaminacdo cruzada durante o fabrico e processamento dos alimentos destinados ao

consumo humano (Ferreira et al., 2019a).

Como referido anteriormente, varios estudos detetaram a presenca de Al butzleri em
diversos vegetais frescos e em embalagens de vegetais prontos a consumir, facto que
sugere que o consumo de vegetais crus pode representar uma importante via de
transmissao de infecoes por Al butzleri a humanos, uma vez que estes alimentos nao
sofrem qualquer processo de preparacao antes de serem consumidos (Gonzalez & Ferrus,

2011; Mottola et al., 2016; Vicente-Martins et al., 2018).

Contudo, ndo s6 em alimentos crus foi detetada a presenca de Al butzleri, como foi
demonstrado por um estudo que recolheu amostras de alimentos, crus e cozinhados,
provenientes de refeicoes servidas em 35 restaurantes de Bangkok, recomendados por dois
guias de viagens, que concluiu que a probabilidade de uma pessoa contrair uma infecao
provocada por Al butzleri seria de 13% por refeicao, ou 75% caso fossem consumidas 10
ou mais refeicdes nesses estabelecimentos, ndo sendo contudo possivel concluir quais os
alimentos que estariam mais contaminados (Teague et al., 2010). Um outro estudo, que
analisou um surto de origem alimentar que ocorreu entre os participantes de um
casamento nos Estados Unidos da América, associado a Al. butzleri, concluiu que a origem
das infecoes seria o consumo de frango assado contaminado (Lappi et al., 2013). Estes
resultados reforcam a hipotese de que o consumo de alimentos contaminados possa ser

uma potencial via de transmissao de Al butzleri (Collado & Figueras, 2011).

1.3.3 Contato com animais domésticos

A transmissao de Al butzleri a humanos podera também ocorrer a partir do contato com

fezes ou com saliva de animais domésticos (Collado & Figueras, 2011).

Alguns estudos tém demonstrado a presenca de Al butzleri em amostras provenientes de
esfregacos orais, fezes e sangue de animais domésticos (caes e gatos). Entre eles estd um
estudo efetuado em Italia onde foram analisadas diversas amostras provenientes de gatos
e no qual foi detetada uma elevada prevaléncia de Al butzleri (77,6%) (Fera et al., 2009).
Um outro estudo realizado na Reptublica Checa, no qual foram analisadas amostras
provenientes de caes e gatos, detetou a presenca de Al butzleri em 3,7% das amostras de
caes e em 1,4% das amostras de gatos (Pejchalova et al., 2016). No Chile foi reportada a

presenca de Al butzleri em 3,3% das amostras de fezes de caes (Fera et al., 2009;
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Fernandez et al., 2007; Pejchalova et al., 2016). A presenca de Al. butzleri em amostras
de fezes e esfregacos orais de animais domésticos levam a que seja colocada a hipotese de
o contato direto dos humanos com animais domésticos poder ser uma fonte de
transmissao de infecoes provocadas por Al. butzleri (Fera et al., 2009; Fernandez et al.,

2007; Pejchalova et al., 2016).

1.3.4 Contato pessoa-pessoa

Vandamme e colaboradores sugeriram pela primeira vez, em 1992, que o contato pessoa-
pessoa poderia ser considerada uma via de transmissao de Al. butzleri (Vandamme et al.,
1992b). O estudo levado a cabo por Vandamme et al. (1992), descreveu um surto de colicas
abdominais em criancas de uma escola na Italia ocorrido em 1983, no qual concluiu que
todos os isolados de Al butzleri tinham as mesmas caracteristicas fenotipicas e o mesmo
perfil proteico, indicando a existéncia de uma relagcao epidemiologica entre elas, e uma vez
que o0s casos ocorreram num curto espaco de tempo e em criancas que frequentavam os
mesmos locais pode ter ocorrido uma transmissao pessoa-a-pessoa (Vandamme et al.,

1992b).

Anos mais tarde, em 1995, um outro estudo propds um novo caso de transmissao pessoa-
pessoas no qual uma mulher de 34 anos, que ndo apresentava qualquer sinal de infecao,
deu a luz uma crianca com sintomas de bacteremia provocada por Al. butzleri (On et al.,
1995). Apesar de, a principal fonte de infecdo ser desconhecida, este estudo sugere que a
infecdo bacteriana tenha comec¢ado dentro do Gtero materno, possivelmente resultado de
varias hemorragias pré-natais experienciadas pela mae, provocadas por placenta prévia,
demonstrando que o contato pessoa-a-pessoa, incluindo a transmissao vertical, pode ser

uma via de transmissao de Al butzleri (On et al., 1995).

1.4 Patogenicidade de Aliarcobacter butzleri

Varias espécies do género Aliarcobacter sao consideradas patogenos humanos,
nomeadamente Al. butzleri, Al. cryaerophilus e Al. skirrowii, sendo que Al. butzleri é a
espécie mais frequentemente associada a infecoes em humanos (Ferreira et al., 2014). No
caso de infecOes provocadas por Al butzleri, os humanos infetados podem apresentar
gastroenterites, bacteremias e septicemias, sendo que os sintomas mais frequentemente
reportados sao episddios diarreicos persistentes associados a dor abdominal, nauseas,

vOmitos e em casos mais raros, febre (Chieffi et al., 2020; Karadas et al., 2016).
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Apesar de existir uma relacdo estabelecida entre a doenca em humanos e Al. butzlerti, o seu

potencial patogénico é ainda pouco explorado, uma vez que nao existem muitos estudos

focados em esclarecer os mecanismos de patogénese e genes associados em Al butzleri

(Fallahchay et al., 2021).

Estudos desenvolvidos in vitro tém demonstrado a capacidade de Al. butzleri para aderir e
invadir células eucarioticas e também tém demonstrado a capacidade deste
microrganismo para produzir toxinas que afetam as células hospedeiras (Ferreira et al.,
2016). Exemplo disso é o estudo levado a cabo por Biicker e colaboradores, no qual foram
avaliados os efeitos provocados pela infecdo de Al butzleri em células epiteliais do
intestino humano HT-29/B6, a partir do qual foi possivel verificar que a infe¢ao por Al
butzleri provocava uma diminuicdo da resisténcia epitelial, associada a reducao da
expressdo de proteinas de juncdo apertada, um aumento da permeabilidade a
macromoléculas pela via paracelular e numa fase mais tardia, verificou-se que a infecao
por Al butzleri conduzia ao aparecimento de efeitos citotoxicos por necrose e inducao de
apoptose sendo que ambos 0s mecanismos apresentados podem levar ao surgimento de
diarreia, que é um dos principais sintomas de infecdo por Al butzleri (Bucker et al.,
2009). Em 2013, foram efetuados novos estudos com linhas celulares do intestino
humano, nomeadamente o estudo levado a cabo por Karadas e colaboradores, que utilizou
células Caco-2 e HT-29 e que concluiu que todos os isolados de Al. butzleri eram capazes
de aderir e invadir as células Caco-2 no entanto, em relacdo as células HT-29, apenas
quatro dos seis isolados de Al. butzleri testados eram capazes de aderir a esta linha celular
e apenas trés desses isolados mostraram ter capacidade de invadir as células HT-29
(Karadas et al., 2013). Um outro estudo realizado em 2016, no qual foi estudado o efeito
de AL butzleri em células HT29-B6, concluiu que cinco dos seis isolados testados
possuiam capacidade de adesao e invasdo nesta linha celular (Karadas et al., 2016). Além
disso, foi também verificado que dois dos isolados, apesar de apresentarem reduzida
capacidade de invasdo eram altamente citotoxicos para essa linha celular (Karadas et al.,
2016). Estes estudos reforcaram o potencial patogénico de Al butzleri (Karadas et al.,

2016; Karadas et al., 2013; Levican et al., 2013).

No que diz respeito a estudos in vivo, foram feitas pesquisas com foco no intestino delgado
e grosso de roedores que concluiram que a infecao por Al. butzleri provocava alteracoes na
expressao de genes reguladores e da resposta pro-inflamatoéria que regulam a resposta
regulatoria e pro-inflamatorias, tal como degradacao de tecidos (Heimesaat et al., 2016;

Heimesaat et al., 2015)

Em 2007, Miller e colaboradores, sequenciaram pela primeira vez o genoma completo de

um isolado clinico de Al butzleri RM4018, que permitiu verificar a presenca de nove
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genes de viruléncia putativos (cadF, c¢j1349, ciaB, mviN, pldA, tlyA, hecA, hecB, irgA) que
tém recebido uma atencao especial (Ferreira et al., 2016; Miller et al., 2007). Estes genes
sdo homologos a genes identificados noutras bactérias e estdo associados a viruléncia
desses microrganismos, uma vez que estdo envolvidos em diversas funcoes como por
exemplo, a capacidade de adesao e invasao das células hospedeiras, a formacao do flagelo,
a hidrodlise de fosfolipidos presentes na membrana externa das bactérias e a lise de

eritrocitos (Douidah et al., 2012).

Ao longo dos anos tém vindo a ser efetuados diversos estudos com a finalidade de
investigar a presenca e a distribuicdo dos genes de viruléncia putativos descritos por
Miller e colaboradores. Um destes estudos, realizado em 2013, verificou que os genes ciaB,
muiN, pldA, tlyA, cji349 e cadF se encontravam presentes em todos os isolados de Al
butzleri testados e que os genes irgA, hecA e hecB estavam presentes em apenas 15%, 44%
e 13% dos isolados, respetivamente (Karadas et al., 2013). Do mesmo modo, um outro
estudo foi capaz de detetar a presenca de quatro genes de viruléncia putativos (cadF,
Cj1349, irgA e hecA) em todos os isolados de Al. butzleri e o gene ciaB em todas as estirpes
de demonstraram capacidade de invasdo (Levican et al., 2013). Embora em ambos os
estudos tenha sido possivel detetar a presenca de genes de viruléncia putativos, o que
destaca o seu potencial papel na epidemiologia de infecoes provocadas por Al butzleri,
apenas Levican e colaboradores conseguiram estabelecer uma correlagido entre a presenca
do gene ciaB e a capacidade de invasdo deste microrganismo o que indica que sao
necessarios mais estudos de forma a caraterizar os tracos de viruléncia e o seu papel na

infecdo (Levican et al., 2013).

1.5 Resisténcia de Aliarcobacter butzleri a antibioticos

Com a descoberta da penicilina, feita por Sir Alexander Fleming em 1929, tinha inicio uma
nova era para o tratamento de infecoes. Com o aparecimento crescente de substancias
similares a penicilina, surgiu a necessidade de encontrar um termo que abrangesse todos
estes compostos. Esse termo foi introduzido em 1941, por Selman Waksman, que atribuiu
o termo “antibiotico” a qualquer substancia, produzida por um microrganismo, que fosse
antagonista do crescimento de outros microrganismos (Kumar & Schweizer, 2005; Neu,

1992; Ventola, 2015).

A utilizacado de antibidticos veio facilitar o tratamento de infecées o que,
consequentemente, conduziu a diminui¢do da mortalidade e aumento da esperanca média
de vida da populacao (Blair et al., 2015). No entanto, o uso destes compostos tornou-se

cada vez mais comum, nao sé para uso clinico em humanos, mas também na agricultura e
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na criacdo de animais, para efeitos terapéuticos e para promover o crescimento dos
mesmos (Andersson & Hughes, 2014). A utilizacdo inadequada destes compostos
conduziu ao aparecimento de bactérias resistentes ou multirresistentes a antibidticos que

estao a causar uma crise de satide global (Andersson & Hughes, 2014; Blair et al., 2015).

Até ao momento, os estudos referentes a suscetibilidade de Aliarcobacter a antibi6ticos,
limitam-se a trés espécies deste género nomeadamente, Al. butzleri, A. cryaerophilus e A.
skirrowii, e ao contrario do que se verifica para Campylobacter, os testes de
suscetibilidade para o género Aliarcobacter ainda nao se encontram padronizados, o que

pode conduzir a diversidade de resultados e dificultar a comparacao dos mesmos
(Collado & Figueras, 2011; Ferreira et al., 2016).

A semelhanca do que se verifica em infeces provocadas por Campylobacter, também as
infecoes provocadas pelo género Aliarcobacter sao na sua grande maioria autolimitadas e
nao necessitam da utilizacao de antibi6ticos contudo, o uso destes é justificado quando os
sintomas sao prolongados ou quando se tornam mais severos (Collado & Figueras, 2011).
Os antibidticos considerados para o tratamento de bacteremia provocada por
Aliarcobacter sao as cefalosporinas ou combinacgoes de outras classes de antibioticos com
estas. J& no caso de infecoes intestinais e extraintestinais foi sugerido o uso de quinolonas,
tetraciclinas, macro6lidos e também antibi6ticos p-lactdmicos combinados com um
inibidor de -lactamases para o tratamento destas infecoes (Ferreira et al., 2016; Isidro et

al., 2020).

Apesar destes antibidticos serem usados para o tratamento de infe¢des provocadas por
Aliarcobacter, alguns estudos tém demonstrado que espécies como Al butzleri
apresentam resisténcia a alguns destes antibidticos, provavelmente devido a utilizacao
indevida destes agentes antimicrobianos no tratamento de animais e na agricultura e a
vasta distribuicao desta bactéria, facto que pode afetar a sua eficacia (Ferreira et al., 2017).
Um desses estudos, no qual foi analisada a suscetibilidade de 50 isolados de Al butzleri
provenientes de fezes de pato, pelicanos, mexilhdes, gado bovino, figado de frango e 4gua
de rio concluiu que a maioria dos isolados eram resistentes a ampicilina (90%) e ao
cloranfenicol (98%), mas apenas 2% eram resistentes a eritromicina e a ciprofloxacina e
nenhuma das amostras testadas apresentou resisténcia para a gentamicina e tetraciclina
(Otth et al., 2004). Um outro estudo, realizado em 2004, onde foi avaliada a
suscetibilidade de 98 isolados de Al butzleri provenientes de aves de capoeira e de fezes
de humanos, verificou a presenca de isolados resistentes a eritromicina e uma diminuicao
da suscetibilidade a ciprofloxacina em isolados provenientes de aves de capoeira, facto que
pode ser preocupante uma vez que estes antibioticos sdo usados como primeira linha de

tratamento de infecoes provocadas por este microrganismo (Houf et al., 2004). Resultados
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diferentes foram reportados por um estudo levado a cabo nos Estados Unidos da América,
onde foram analisados isolados provenientes de carcacas de frango de uma fabrica de
processamento, no qual foram encontrados isolados de Al butzleri resistentes a
clindamicina (90%), azitromicina (81,4%) e também ao acido nalidixico (23,6%) (Son et
al., 2007). Para além destes resultados, foi também reportado que 82,9% dos isolados de
Al butzleri apresentavam resisténcia a dois ou mais antibioticos, sendo que as
combinacbes mais frequentes eram azitromicina/clindamicina (96,6%) e

azitromicina/clindamicina/acido nalidixico (93,3%) (Son et al., 2007).

Ja na Bélgica, onde foram analisados isolados de Campylobacter e Aliarcobacter
provenientes de fezes humanas, submetidas a um laboratério entre 1995 e 2005, concluiu
que 78,7% dos isolados de Al butzleri eram suscetiveis a ampicilina, 82% ao acido
nalidixico, 96,7% a ciprofloxacina e 100% eram suscetiveis a gentamicina e a tetraciclina

(Vandenberg et al., 2006).

Em Portugal, dois estudos realizados com isolados de Al butzleri provenientes de uma
fabrica de laticinios e de alimentos prontos para consumo, verificaram que a grande
maioria dos isolados eram resistentes ao acido nalidixico, a cefotaxima e a tetraciclina,
com 100%, 97,9-98,5% e 95,4% de isolados resistentes, respetivamente. Por outro lado,
também foi possivel observar que a percentagem de isolados resistentes a eritromicina e a
gentamicina era bastante mais baixa, uma vez que a percentagem de isolados resistentes a
estes antibioticos variava ente 0% e 10,8%. Os resultados obtidos por estes estudos
indicam que tanto a eritromicina como a gentamicina poderiam ser uma boa opg¢ao para
tratamento de infecGes provocadas por Al butzleri (Ferreira et al., 2017; Vicente-Martins
et al., 2018). Mais recentemente, uma meta-analise realizada com o objetivo de avaliar a
resisténcia a antibidticos do género Aliarcobacter concluiu que a espécie Al. butzleri
apresentava frequéncias de resisténcia mais elevadas a ampicilina, amoxicilina/acido
clavulanico, cefalotina, azitromicina e levofloxacina. A mesma analise concluiu que AL
butzleri era a espécie que apresentava maior suscetibilidade a eritromicina, gentamicina,

tetraciclina, estreptomicina e doxiciclina (Ferreira et al., 2019b).

Os diferentes resultados obtidos na avaliacio da suscetibilidade de Al butzleri a
antibidticos podem ser suportados pelo facto de nao existirem protocolos de referéncia
para determinar a suscetibilidade dos isolados e a falta de pontos de corte especificos
contribuem para a subestimacao dos valores, no entanto, a origem dos isolados e o tipo de
amostra utilizado também podem ter influéncia nos resultados obtidos (Chieffi et al.,

2020; Ferreira et al., 2019b; Ferreira et al., 2016).
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1.6 Mecanismos de resisténcia a antibioticos

Tendo em conta a ndmero crescente de bactérias resistentes e multirresistentes a
antibidticos, surgiu a necessidade de estudar os mecanismos que tornam estes
microrganismos resistentes, com a finalidade de arranjar novas formas de combater as

infecoes provocadas por estes (Petchiappan & Chatterji, 2017).

As bactérias podem ter mecanismos de resisténcia intrinsecos como a inativacdo do
antibiotico por acdo de enzimas, alteracoes na permeabilidade da parede celular e o efluxo
do farmaco. J4 os mecanismos de resisténcia adquiridos estdo ligados a mutacoes
genéticas ou a transferéncia horizontal de genes, e dividem-se em trés grupos principais: a
inativacao do farmaco, a modificacdo do alvo terapéutico e a diminuicao da concentragao

intracelular do antibi6tico (Blair et al., 2015; Peterson & Kaur, 2018).

No que diz respeito a inativacao de antibioticos, esta pode ocorrer devido a enzimas que
hidrolisam o antibiético, sendo que estas enzimas sao capazes de modificar ou até mesmo
degradar o agente antimicrobiano. As classes de antibioticos mais afetadas por estas
enzimas, sdo os [-lactamicos, por acao de B-lactamases, e os macrélidos por acdo de
esterases. Uma outra forma de inativar o farmaco é através da adicdo de um grupo
funcional ao antibiotico, pela acdo de enzimas produzidas pelas bactérias, levando a que o
composto antimicrobiano deixe de ter capacidade para se ligar a proteina alvo. Exemplo
dessas enzimas sao as aciltransferases, o aminoglicosideo cinases, tioltransferases,
nucleotidiltransferases, ADP-ribosiltransferases, ou glicotransferases. Os
aminoglicosideos como é o caso da gentamicina, e os macrélidos como a eritromicina sdo

particularmente suscetiveis a acao destas enzimas (Blair et al., 2015; Wright, 2005).

Em relacao a modificacdo do alvo terapéutico, este € um mecanismo de autodefesa que
afeta antibioticos B-lactamicos, glicopéptidos, macrolidos, lincosaminas, estreptograminas
ou aminoglicosideos (Peterson & Kaur, 2018). As alteracoes provocadas na estrutura do
alvo terapéutico impedem que haja uma ligacao eficiente do antibittico. Estas alteracoes
podem ocorrer devido a mutacGes pontuais nos genes que codificam o alvo, modificacao
enzimatica no local de ligacdo e substituicio ou desvio do alvo, para além destes, a
protecao da molécula alvo também é um mecanismo de defesa (Blair et al., 2015; Munita
& Arias, 2016).

A diminuicdo da concentracdo intracelular de antibi6ticos pode ser causada pela
diminuicdo da permeabilidade da membrana através da diminuicdo da expressao de
porinas ou através da sobrexpressao de sistemas de efluxo, sendo este mecanismo muito
importante para a resisténcia de bactérias de Gram-negativo, nomeadamente para perfis

de multirresisténcia (Blair et al., 2015).
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As bombas de efluxo sdo formadas por conjuntos de proteinas que estdo presentes na
membrana celular de quase todas as bactérias e tém um papel fundamental na remocao de
substancias nocivas do interior da célula para o exterior. Estas dividem-se em seis
superfamilias: a ATP-binding cassette (ABC), a small multidrug resistance (SMR), a
multidrug and toxin extrusion (MATE), a major facilitator superfamily (MFS),
proteobacterial antimicrobial compound efflux (PACE) e a resistance-nodulation divison
(RND) (AlMatar et al., 2021; Mateus et al., 2021b).

Entre estas familias de bombas de efluxo, no que diz respeito a bactérias de Gram-
negativo, a superfamilia RND é a mais relevante, uma vez que quando sobrexpressa pode

levar as bactérias a exibir niveis significativos de resisténcia (Mateus et al., 2021b).

No que diz respeito a mecanismos de resisténcia a antibidticos de Al butzleri, ainda pouco
se sabe. Em 2007, Miller e colaboradores, ao sequenciarem o genoma completo de AL
butzleri colocaram a hipotese de a resisténcia apresentada por esta espécie a quinolonas
hidrofébicas, como o acido nalidixico, ser devida a presenca de uma bomba de efluxo

especifica para estas moléculas (Miller et al., 2007).

Em 2020, num estudo levado a cabo por Isidro e colaboradores, com o objetivo de
analisar o conjunto de genes que poderiam estar ligados a adaptacao e a patogenicidade de
AL butzleri, construindo uma base de dados de genes associados a viruléncia e resisténcia
a antibibticos, foram identificados 8 sistemas de efluxo da familia RND em Al butzleri
(Isidro et al., 2020). Relativamente a resisténcia a antibibticos, este estudo analisou a
suscetibilidade de 22 estirpes de Al butzleri a seis antibidticos, a partir da qual foi possivel
verificar que nove das estirpes de Al butzleri analisadas apresentavam um fendtipo a
resisténcia a fluoroquinolonas (levofloxacina e ciprofloxacina) e que todas as estirpes
resistentes tinham em comum uma mutacao do Thr-85-Ile no gene gyrA, mutacao
associada anteriormente a resisténcia a estes antibioticos (Abdelbaqi et al., 2007). Em
relacdo a resisténcia a ampicilina, 10 estirpes apresentavam o fen6tipo de resisténcia e foi
encontrada uma forte correlacdo entre a presenca de uma f(-lactamase OXA-15-like e a
resisténcia a ampicilina, no entanto, em relacdo ao 4cido nalidixico e a cefotaxima nao foi
possivel retirar conclusdes. No que diz respeito a eritromicina, Isidro e colaboradores
encontraram uma correlacao entre um codao stop prematuro no regulador transcricional
da familia de repressores da transcricao TetR, que provavelmente regula a bomba de
efluxo 16, e o feno6tipo de resisténcia a eritromicina. Neste estudo, foi, assim, observado
pela primeira vez um mecanismo de resisténcia a antibiéticos mediado por sistemas de
efluxo em Al butzleri, colocando a hipotese de esta mutacdo no gene repressor da

transcricao TetR levar a uma sobrexpressao da bomba de efluxo que, consequentemente
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levaria ao aumento da extrusdo deste antibidtico e em ultima instancia, levaria ao

aumento da resisténcia ou tolerancia a eritromicina (Isidro et al., 2020).

Nos ultimos anos, alguns estudos foram realizados com a finalidade de avaliar a influéncia
da expressao de bombas de efluxo na resisténcia a diversas classes de antibi6oticos em Al
butzleri, tendo como objetivo entender o papel de trés sistemas de efluxo da familia RND,
os AreABC, AreDEF e AreGHI, na resisténcia a antibioticos de Al butzleri (Ferreira et al.,
2021; Mateus et al., 2021b). A partir destes estudos foi possivel obter resultados que
suportam a hipotese de a expressdo destes sistemas de efluxo contribuirem para a
resisténcia de Al butzleri a diversos antibi6ticos(Ferreira et al., 2021; Mateus et al.,
2021b). Para além disso, foi também possivel verificar que a bomba de efluxo AreABC
(identificada como bomba de efluxo 16 no estudo por Isidro et la. (2020)) é regulada por
um repressor da transcricao AreR e que a resisténcia de AL butzleri a macrolidos estava
associada a presenca de formas truncadas deste repressor (Ferreira et al., 2021). No que
diz respeito aos restantes sistemas de efluxo da familia RND, o sistema de efluxo AreGHI
demonstrou ter influéncia na extrusao de diversos agentes antimicrobianos, ja o sistema
de efluxo AreDEF, apesar de mostrar seletividade para alguns substratos, ndo parece ter

um papel significativo na resisténcia em Al butzleri (Mateus et al., 2021b).

Apesar de os macrolidos serem uma das classes de antibioticos utilizadas para o
tratamento de infecGes provocadas por Aliarcobacter em animais e humanos, tem vindo a
ser descrita a existéncia de uma baixa a moderada frequéncia de resisténcia associada a
esta classe de antibidticos, sendo que essa aquisicao de resisténcia pode comprometer o
tratamento de infecoes provocadas por Aliarcobacter (Ferreira et al., 2019b). Contudo, os
mecanismos associados a resisténcia a esta classe de antibi6ticos ainda nao se encontram

totalmente descritos, sendo necessarios mais estudos.

1.7 Macroélidos

Em 1952 foi descoberto o primeiro macroélido, a eritromicina, produzida por Streptomyces
erythreus, um microrganismo isolado pela primeira vez a partir de uma amostra de solo
das Filipinas (Kirst, 2002). Assim como a eritromicina, a grande maioria dos macrolidos
sdo metabolitos do género Streptomyces, a excecdo da mirosamicina e da rosaramicina

que foram isoladas a partir de Micromonospora (Kanfer et al., 1998).

Os macrolidos sao tradicionalmente usados para tratar infecoes provocadas por bactérias
de Gram-positivo, como Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae,
Legionella pneumophila ou Staphylococcus aureus. No entanto, também sao

considerados para o tratamento de algumas bactérias de Gram-negativo como Bordetella
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pertussis, Bartonella spp., Chlamydia spp., Neisseria gonorrhoeae, Treponema spp. ou
mesmo Campylobacter spp., e também mostraram eficicia contra protozoarios como

Plasmodium spp. e Toxoplasma gondii (Gomes et al., 2017; Zhanel et al., 2001).

Os macrolidos podem ser divididos em trés grupos, baseados no niimero de dtomos que
constituem a lactona circular carateristica da estrutura quimica destes compostos. No
grupo com 14 atomos estao incluidos a eritromicina (A-F), oleandomicina, roxitromicina,
diritromicina, claritromicina e fluritromicina, com 15 atomos na lactona circular existe a
azitromicina e no grupo que tem 16 dtomos estdo incluidos a josamicina, rosaramicina,

roquitamicina, kitasamicina, espiramicina e a tilocina (Kanfer et al., 1998).

Embora esta classe de antibi6ticos tivesse propriedades antimicrobianas excelentes, a sua
reduzida biodisponibilidade e instabilidade no pH 4cido do estomago humano levou a que
uma nova geracdo de macrdlidos fosse criada. Com base na eritromicina foram criados
macrolidos de segunda geracdo, semissintéticos, no qual estdo incluidas a claritromicina,

roxitromicina, azitromicina, entre outros (Dinos, 2017).

Inicialmente, pensava-se que os macrolidos simplesmente bloqueavam por completo a
traducdo de novos péptidos através do bloqueio do NPET (Tenson et al.,, 2003). No
entanto, novos estudos indicam que a estrutura do NPET define se a sintese das novas
proteinas é bloqueada, interrompida ou continuada. O processo de traducao é
interrompido quando ha a presenca de péptidos especificos, como é o caso dos péptidos
codificados por genes reguladores da resisténcia a macroélidos. Caso o N-terminal sofra um
desvio, alguns péptidos conseguem passar pelo NPET e completar o processo, levando a
existéncia de polipéptidos longos (Gomes et al., 2013; Kannan et al., 2012). Ja em 2013 foi
proposto um novo mecanismo de acdo no qual o macrdlido se liga ao NPET, provocando
um bloqueio parcial do limen gerado pelas proteinas L4 e L22 (Figura 1), no entanto esse
semibloqueio nao era suficiente para bloquear a sintese de péptidos (Gomes et al., 2013).
Em suma, os estudos mais recentes apresentam os macrdlidos como modeladores da

traducao em vez de inibidores globais da sintese proteica (Vazquez-Laslop & Mankin,

2018).
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Figura 1: Seccao transversal da grande subunidade ribossomal ao longo do NPET, com o centro da peptidil-
transferase (PTC) e a interface da subunidade a direita. A posicdo das proteinas ribossémicas L4 e L22 sdo
mostradas em castanho e verde, respetivamente, e o sitio de ligacao da eritromicina é indicado a azul. Imagem

adaptada de: (Lovmar et al., 2009).

Como referido anteriormente, nos altimos anos, tém vindo a surgir estirpes de Al butzleri
resistentes a macrolidos, mas os mecanismos que tornam estes microrganismos
resistentes ainda ndo sdo compreendidos. Em Campylobacter, os mecanismos mais
comummente associados a este aumento de resisténcia sdo mutagoes do dominio V do
rRNA 23S, mutagdes nas proteinas ribossomais L4 e L22 que causam uma diminuicao da
afinidade da eritromicina para alvo, o efluxo do fAarmaco pela bomba de efluxo CmeABC ou
outras, e ainda a diminuicdo da permeabilidade da membrana celular (Iovine, 2013;
Lovmar et al.,, 2009). Um outro mecanismo de resisténcia aos macro6lidos descrito é
mediado pelo gene erm que codifica para uma metiltransferase que metila o nucleétido

A2058 do rRNA 23S impedindo a ligacao do antibiético ao alvo (Fyfe et al., 2016).

Os estudos realizados para tentar entender quais os mecanismos de resisténcia de AL
butzleri aos macroélidos ja evidenciaram o papel das bombas de efluxo na aquisicao de
resisténcia, como é comprovado num estudo realizado em Portugal onde foram
comparados 49 genomas de Al Butzleri. Nessa analise foi apresentada a primeira
descricao de fatores genéticos que determinavam a resisténcia a eritromicina em AL
Butzleri (Isidro et al., 2020), e que foram posteriormente validados, em 2021, num estudo
levado a cabo por Ferreira e colaboradores (Ferreira et al., 2021). Em ambos os estudos
mencionados anteriormente, foram associadas formas truncadas da proteina AreR a

baixos niveis de resisténcia a macrolidos (Ferreira et al., 2021; Isidro et al., 2020). Em
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relacdo aos restantes mecanismos de resisténcia associados aos macrolidos, como
mutacoes nas proteinas ribossomais L4 e L22 ou mutacdes associadas ao dominio V do
rRNA 23S, até ao momento ainda nenhum destes foi descrito em Al. butzleri (Ferreira et

al., 2021; Isidro et al., 2020).

Uma vez que a resisténcia a antibioticos de bactérias com potencial patogénico é um
problema cada vez maior de satde publica, conhecer os seus mecanismos de resisténcia é

um passo importante para tentar combater as linhagens resistentes.
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Capitulo 2: Objetivos

A Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) considera o aumento da resisténcia a
antibioticos, por parte de bactérias patogénicas, como uma das principais ameagcas a satde
publica, sendo por isso importante estudar os mecanismos de resisténcia a antibioticos a
fim de facilitar a identificacdo de linhagens resistentes e também de encontrar outras
formas de tratamento. A espécie Al. butzleri é um enteropatégeno emergente, cujas
infecOes sdo associadas a doencas autolimitadas. No entanto, em casos de doencas com
sintomatologia persistente é recomendado o uso de antibibticos, sendo que para adultos a
eritromicina é um dos antibi6ticos recomendados. Nos ultimos anos, tém vindo a ser
reportados cada vez mais estirpes de Al butzleri com perfis de resisténcia a antibiéticos,
tendo-se verificado uma baixa a moderada frequéncia de resisténcia a eritromicina.
Porém, existe um défice de informacao relativa aos mecanismos associados a resisténcia
em Al. butzleri. Até ao momento pensa-se que possa existir correlacao entre o fenotipo de
resisténcia a eritromicina e a regulacdo da expressao de uma bomba de efluxo AreABC, no
entanto, este ndo é o mecanismo mais comumente associado a resisténcia a este tipo de
antibioticos em bactérias de Gram-negativo, e ndo parece explicar todos os casos de
resisténcia.

Assim este trabalho teve como objetivo geral investigar os potenciais mecanismos, que
podem estar associados a resisténcia a macroélidos de Al butzleri, e os efeitos que a
aquisicao de resisténcia a esta classe de antibi6ticos provocam na robustez desta bactéria e

na sua suscetibilidade a outros antibidticos.

Para tal, os objetivos especificos definidos para este trabalho foram:

e Avaliar a taxa de mutacao espontanea da espécie Al. butzlerti,

e Avaliar de que forma as mutacOes espontaneas interferem na suscetibilidade a
antibioticos e na robustez de Al. butzlert;

e Desenvolver estirpes com elevado nivel de resisténcia a eritromicina a fim de
determinar os possiveis mecanismos associados a resisténcia de Al butzleri a

macrolidos;

e Avaliar os efeitos da elevada resisténcia a eritromicina na suscetibilidade a

antibidticos e na robustez de Al. butzleri.
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Capitulo 3: Materiais e Métodos

3.1 Estirpes bacterianas de Aliarcobacter butzleri

Para a realizacdo deste trabalho foi usada uma estirpe de Al butzleri, denominada
DQ40A1, naturalmente transformavel, proveniente da superficie do equipamento de uma
queijaria (Ferreira et al.,, 2017). Para além disso, foram ainda usadas duas estirpes
mutantes derivadas de DQ40A1, uma cujo sistema de efluxo AreABC foi inativado por
mutacao insercional no gene areB que codifica para uma proteina de membrana interna
do transportador AreABC (DQ40A1AareB), e outro no qual o gene areR foi substituido
passando a codificar uma proteina truncada (DQ40A1_trunc areR), ambos criados a

partir de um processo de transformacao natural (Ferreira et al., 2021).

3.2. Armazenamento e preparacao das estirpes

Para armazenamento das estirpes a longo prazo, estas foram mantidas em tubos
criogénicos com meio Brain Heart Infusion (Liofilchem, Italia) com 20% (v/v) glicerol e
armazenadas a -80°C. Para armazenamento a curto prazo, as estirpes foram inoculadas
em meio Blood Agar Base (VWR Bélgica), suplementado com 5% (v/v) de sangue de cavalo
desfibrinado e incubadas durante 48 horas a 30 °C. Apés incubagdo, as placas foram

armazenadas a 4 °C num periodo maximo de duas semanas.

3.3. Determinacao da concentracao minima inibitdria para
Aliarcobacter butzleri

Com a finalidade de avaliar a suscetibilidade de um microrganismo a um determinado
agente antimicrobiano é necessario determinar a concentracdo minima inibitéria (CMI)
deste. A determinacdo da CMI é normalmente usada para avaliar a atividade de novos
agentes antimicrobianos in vitro e também ¢é usada como diagnostico laboratorial para

confirmar niveis de resisténcia (Andrews, 2001).

Assim, ao longo deste trabalho, foram determinadas as CMI de varios antibi6ticos (Tabela

2) pelo método de microdiluicao em placas de 96 pocos.
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Tabela 2: Identificacdo dos agentes antimicrobianos utilizados na determinac¢ao das concentra¢cdes minimas

inibitérias.
Agente Marca do Grau de pureza
L. . Solvente
antimicrobiano composto (%)
Eritromicina Sigma-Aldrich 100 Etanol 95%
Claritromicina Sigma-Aldrich 95 Etanol 95%
Gentamicina Sigma-Aldrich 100 Agua
Tetraciclina Sigma-Aldrich 98 Etanol 95%
- Tampao fosfato,
Ampicilina NzyTech 100
pH=8
Ciprofloxacina Sigma-Aldrich 98 NaOH e 4gua
Cefotaxima Acros Organics 95 Agua

Para tal, as estirpes de Al butzleri foram previamente inoculadas em meio Tryptic Soy
Agar (TSA) (VWR, Bélgica) e incubadas a 30 °C durante 24 horas. A partir desta cultura
preparou-se uma suspensao bacteriana em solucdo de NaCl a 0,85% (p/v), ajustando a
turbidez da suspensao celular a ~0,5 unidades de McFarland, correspondendo a cerca de
1,5x108 unidades formadoras de colonias (UFC)/mL. De seguida, o indculo foi diluido
numa razdo de 1:100 antes de ser adicionado a cada poco da microplaca. O antibi6tico em
estudo foi diluido sucessivamente de 1:2 em meio TSB, num volume de 50 uL, num
intervalo de concentracdo ajustado de acordo com a suscetibilidade da cada estirpe em
estudo. Por fim, foram adicionados 50 pL de indculo diluido, para um volume final de 100
uL em cada poco, ficando com uma concentracio final de cerca de 5x105 UFC/mL. A
microplaca foi incubada a 30 °C durante 48 horas. A determinacao da CMI foi feita por
observacao a olho nu da turbidez dos pocos, considerando a CMI a concentracao mais
baixa a inibir o crescimento bacteriano. Os resultados foram confirmados através da
avaliacao da densidade o6tica (DO) a um comprimento de onda de 620nm (DO¢zonm)

usando um leitor de microplacas (Biorad, xMark).

Neste ensaio foram ainda incluidos controlos negativos e de crescimento, sendo que o
controlo negativo foi constituido por 100 pL de meio TSB e o controlo de crescimento foi
constituido por 50 puL. de meio TSB e 50 pL de indculo. Este ensaio foi realizado pelo

menos trés vezes de forma independente.
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3.4. Determinacao da frequéncia de mutacao espontinea em
Aliarcobacter butzleri

A frequéncia de mutacao espontanea define-se como a proporcao de mutantes presentes
numa cultura (Zheng, 2018) e corresponde a razao entre as UFC/mL obtidas em placas

com meio seletivo e as UFC/mL totais contadas a partir das placas sem antibiotico.

Por forma a proceder a esta avaliacdo foi utilizado o protocolo descrito por Hass e
colaboradores (Haas et al., 1990), com algumas modificacoes. Inicialmente, as estirpes
DQ40A1, DQ40A1AareB e DQ40A1_trunc_areR foram inoculadas em placas de TSA e
incubadas durante 24 horas a 30 °C. Posteriormente a biomassa foi recolhida e as células
foram lavadas e ressuspendidas em NaCl 0,85%. Seguidamente procedeu-se a leitura da
DOe¢20nm € as diluicbes necessérias para acertar a concentracdo de células a 109 UFC/mL.
Por fim, foram inoculados 100 uL da suspensao celular em placas de meio TSA com

antibiotico nas concentracoes descritas na Tabela 3.

Tabela 3: Concentracoes de eritromicina usadas nas placas de meio TSA para cada estirpe em estudo.

. . . Concentracao de eritromicina
Estirpes de Aliarcobacter butzleri

(ng/mL)
DQ40A1 2. 4,8,16,32¢€ 64
DQ4o0A1AareB 1, 2, 4,8, 16, 32, 64
DQ40A1_trunc_areR 16,32 € 64

Foi ainda determinado o numero de células cultivaveis através do método drop plate no
qual foram inoculados 10 pL de diluicoes decimais realizadas em NaCl 0,85%,
correspondentes a 105 e 10, em placas de TSA sem antibiotico. Todas as placas foram
incubadas a 30 °C e foram efetuadas contagens ap6s 48 horas de incubagio e nos cinco
dias que se seguiram. Para esta determinacio foram efetuados, pelo menos, trés ensaios

independentes.

3.5. Determinacao da taxa de mutaciao espontinea em
Aliarcobacter butzleri

A taxa de mutacao (u) é uma estimativa da probabilidade de ocorrer uma mutacao por
divisao celular, sem a intervencao de agentes exdgenos ao longo da vida da bactéria (Pope
et al., 2008). A avaliacao da taxa de mutacao foi descrita pela primeira vez por Luria e
Delbriick (Luria & Delbruck, 1943) e permite o calculo da taxa de mutacdo espontanea
através da analise da distribuicdo de mutantes em diversas culturas paralelas (Rosche &

Foster, 2000).
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Antes de iniciar o ensaio foi necessario garantir alguns parametros iniciais como: (i) o
inoculo inicial (No) ndo possuir mutagdes pré-existentes, (ii) ter um baixo ntimero de
células (<104 UFC/mL) e (iii) ocorrer um aumento de 1000 vezes no inoculo final (N)

(Nt>1000N,) (Foster, 2006; Pope et al., 2008; Rosche & Foster, 2000).

De modo a validar estes parametros a estirpe Al butzleri DQ40A1 foi inicialmente
inoculada em meio TSA durante 24 horas a 30 °C. Apoés o que foi preparada uma cultura
em meio TSB com uma DOegonm de 0,005, e incubada num orbital a 30°C e 100 rpm
durante 18 horas. Para verificar a inexisténcia de mutagdes pré-existentes foram
transferidos 30 pL da cultura anterior para uma placa de TSA suplementada com
eritromicina numa concentragao quatro vezes superior a CMI. Para validar os dois tltimos
parametros foi efetuada uma diluicao da cultura de 1:200000 para um volume final de 5
mL. A partir desta diluicao foram efetuadas contagens no dia zero, para garantir que o
ensaio tinha inicio com aproximadamente 104 UFC/mL e ap6s um periodo de 24 e 48
horas para garantir que ocorria um aumento de pelo menos 1000 vezes em relaciao ao

numero de células inicial.

Apos estarem garantidos todos os parametros iniciais procedeu-se a realizacao do ensaio
comecando por preparar uma cultura nas mesmas condi¢oes aplicadas na validacao dos
parametros. Assim, apos a cultura overnight, foi efetuada uma diluicdo de 1:200000 para,
pelo menos, 20 tubos com um volume final de 5 mL. Para determinar o N, foram
selecionados trés tubos aleatoriamente, e procedeu-se as contagens das UFC/mL totais,
em placas sem antibio6tico. Todos os tubos foram depois incubados a 30°C durante 48
horas e apoés este periodo foram recolhidos 500 uL de cada tubo que foram inoculados,
com o auxilio de um espalhador de vidro, em placas de TSA suplementadas com
eritromicina com uma concentracdo quatro vezes superior a CMI. De trés tubos
selecionados aleatoriamente foram determinadas UFC/mL totais, usando meio nao
seletivo (TSA). As placas foram incubadas a 30 °C durante 72 horas e depois foi efetuada a

contagens das coldnias resistentes e totais.

A distribui¢do das colénias nas placas com e sem antibi6tico foi utilizada para calcular a
taxa de mutagdo espontanea. Este parametro foi determinado de acordo com o método da
mediana, descrito por Lea e Coulson em 1949 (Lea & Coulson, 1949), no qual a
distribuicao dos mutantes nas placas com meio seletivo é utilizada para determinar o
nimero de mutacoes por cultura, m. De acordo com o modelo usado, o valor de m deve

variar entre 1,5 e 15 e € calculado de acordo com a Equacao 1 (Pope et al., 2008).

(Equacio1) Valor mediano de coldnias mutantes

- —In(m) =124
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O numero de culturas paralelas necessarias para representar uma populacao bacteriana foi
estabelecido com base na sua dependéncia do valor de m, de acordo com Rosche e Foster
(Rosche & Foster, 2000). A taxa de mutacao espontanea foi determinada pela razao entre
esse parametro m e o numero de UFC/mL totais do ensaio (Lea & Coulson, 1949; Pope et

al., 2008).

Por fim, foram selecionadas 17 coldnias aleatoriamente (TM1A-TM1Q) que foram sujeitas
a ampliacdo de biomassa por passagens sucessivas em placas de TSA sem antibiotico,
incubadas a 30 °C durante 24 horas. Cada mutante foi de seguida congelado em meio BHI
suplementado com 20% de glicerol para uso posterior. Foi ainda efetuada a determinacao

da CMI da eritromicina para cada isolado segundo a metodologia apresentada no ponto

3.3.

3.6. Evolucao de resisténcia in vitro

Devido ao facto de, até ao momento nao ter sido possivel isolar estirpes com elevados
niveis de resisténcia a eritromicina e de, por isso, nao serem conhecidos os mecanismos de
resisténcia associados a estes niveis de resisténcia, surgiu a necessidade de criar estirpes
com este fendtipo. Para isso o aumento de resisténcia a eritromicina foi induzido in vitro

como descrito por Shuster e colaboradores (Shuster et al., 2016), com algumas alteracoes,

como ilustrado na Figura 2.

Continuar a
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colonia 24 horas, a 30°C, concentragao inicial concentragéo de
100 rpm de antibidtico antibiético

Figura 2: Representacdo do ensaio de evolugdo de resisténcia a eritromicina in vitro. Baseado Shuster, Steiner-
Mordoch, Alon Cudkowicz e Schuldiner, 2016.

Inicialmente, procedeu-se a inoculacao da estirpe de Al butzleri DQ40A1 numa placa de
TSA durante 48 horas, apos este tempo foi retirada da placa uma colénia isolada que foi
colocada a crescer num erlenmeyer de 50 mL com 10 mL de TSB, incubado a 30 °C e 100

rpm durante 24 horas.

De seguida, as células foram recolhidas e a DOs2onm ajustada a aproximadamente 0,2, e
100 pL desta suspensao celular foram transferidos para um erlenmeyer de 50 mL com 10
mL de meio TSB e eritromicina numa concentracao subinibitéria de 0,25 ug/mL. O

erlenmeyer foi incubado a 30 °C durante 24 horas. Este processo foi repetido diariamente,
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iniciando o ensaio a uma concentracao de eritromicina igual a 0,25 x CMI e aumentando
gradualmente a concentracao até se atingir a concentracao igual a 128 x CMI. No caso de,
apos 24 horas, a cultura ndo apresentar uma DOszonm 20,1, 0 tempo de incubagio era
estendido para 48 horas. Se apoés as 48 horas de incubacao a DOe20nm Na0 atingisse o valor
pretendido, a concentracao de eritromicina retornava ao valor anterior. O incremento da
concentracdo de eritromicina prosseguiu até se atingir uma concentracao de antibiotico
igual a 128 pg/mL. Apos crescimento da estirpe nesta concentracio, esta foi de seguida
inoculada numa placa de TSA sem antibi6tico pelo método de esgotamento por estrias e a
partir desta inoculacdo foi selecionada uma colonia de cada estirpe. As colonias
selecionadas foram sujeitas a cinco passagens em meio solido sem antibibtico e apos este
processo foi determinada a CMI de eritromicina para cada uma das estirpes e a biomassa
obtida foi congelada a -80 °C em BHI com 20% de glicerol para ensaios posteriores.
Acompanhando a estirpe em evolucao foram mantidos dois controlos, um controlo do
crescimento da estirpe, que sofreu as mesmas passagens que a estirpe em evolu¢ao, mas
sem a presenca de antibiético, e um controlo de solvente usando sempre a mesma
concentracdo de etanol encontrada no ensaio com o antibiotico. Ao longo de todo o ensaio,
foram retiradas aliquotas de cada um dos erlenmeyer que eram congeladas a -80 °C em
BHI com 20% de glicerol. Este processo foi efetuado até se obterem trés evolugoes

independentes.

Ao longo deste processo foi determinada a concentracdo inibitéria média (ICso) para cada
evolugdo quando a concentracgao de eritromicina era o, 4, 12, 32, 96 e 128 ug/mL. Para tal,
foram recolhidas e centrifugadas células que foram depois ressuspensas em meio TSB e a
DOs20nm ajustada a 0,1. Numa microplaca de 96 pocos foram feitas diluicoes sucessivas de
eritromicina, e foram depois adicionados 50 uL da suspensao celular preparada
anteriormente. A microplaca foi incubada a 30 °C durante 48 horas e a leitura da mesma
foi efetuada no leitor de microplacas (Biorad, xMark) a uma DOs2onm. Com o0s resultados
obtidos na leitura das microplacas foram elaboradas curvas de dose/resposta e a partir

delas foi determinado o ICs, ao longo dos varios dias de ensaio.

3.7 Avaliacao da influéncia da resisténcia induzida in vitro a

eritromicina na robustez de Aliarcobacter butzleri

3.7.1. Determinacao das curvas de crescimento

Para a determinacdo das curvas de crescimento sem antibiotico, todas as estirpes,
provenientes do ensaio de avaliagdo da taxa de mutacao espontanea e do ensaio de

evolucdo de resisténcia in vitro, foram inicialmente inoculadas em placas de TSA durante
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24 horas a 30 °C. Posteriormente foram utilizadas para iniciar as pré-culturas em TSB
com uma DOszonm de 0,02 que foram incubadas a 30 °C com agitacao (100 rpm) durante
16 horas. As pré-culturas foram usadas para iniciar as culturas nas mesmas condigoes,
sendo recolhidas amostras as o0, 2, 4, 6, 12 e 24 horas para leitura da DOgsonm. OS
resultados foram analisados por construcdo de curvas de crescimento, considerando a

DOs20nm €m funcao do tempo.

No caso da realizacdo de curvas de crescimento na presenca de antibiotico, estas foram
efetuadas na presenca de concentragoes de eritromicina entre 0 e 8 ug/mL. Para tal foram
usadas placas de 96 pocos onde foram feitas diluicoes sucessivas de eritromicina. A
cultura overnight foi diluida de 1:25 e foram colocados 100uL. em cada poco, perfazendo
um volume final de 200 pL por pogo. As placas foram incubadas nas mesmas condigoes de
crescimento e foram efetuadas leituras da DOg2onm 1O leitor de microplacas de hora a hora
e construidas curvas de crescimento para cada estirpe em funcdo da concentracido de

antibiotico presente em cada poco.

3.7.2. Avaliacao da motilidade

De modo a verificar se a motilidade das estirpes era influenciada pelo aumento da
resisténcia a eritromicina, foi levado a cabo um ensaio descrito por Ferreira e
colaboradores (Ferreira et al., 2018), com algumas alteragoes. Para tal, as estirpes foram
inoculadas em placas de TSA durante 24 horas a 30 °C, seguindo-se incubacido em meio
TSB durante 16 horas, como descrito no ponto 3.7.1. As células foram recolhidas e
ressuspensas em meio TSB ajustando a uma DO¢sonm de 0,2. Por fim, 5 uL. desta suspensao
aplicados em placa com perfuracao do agar de TSA semissolido (0,4 % de agar) e as placas
foram incubadas a 30 °C, sendo que o diametro do crescimento bacteriano foi medido as

24, 48 e 72 horas. Este ensaio foi realizado trés vezes de forma independente.

3.7.3. Capacidade de formacao de biofilme

Dado que Al butzleri tem a capacidade de formar biofilmes, procedeu-se a avaliacao da
capacidade de formacao de biofilme para a estirpe nativa DQ40A1 e para as estirpes
provenientes do ensaio de taxa de mutacao espontanea e do de evolucao de resisténcia in
vitro a eritromicina. Para tal, foi seguido o protocolo descrito por Reeser e colaboradores,
com algumas modificacoes (Reeser et al., 2007). Apds uma cultura de 24 horas em placas
de TSA a 30 °C, todas as estirpes foram colocadas a crescer em meio TSB a 30 °C, e 100
rpm até atingirem a fase estacionaria (aproximadamente 16 horas). De seguida cada

cultura foi recolhida, centrifugada durante 4 minutos a 11,000xg e ressuspensa em meio
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TSB com uma DO¢sonm de 0,2. Seguidamente, foi colocado 1 mL de suspensao cada estirpe
em placas de 24 pocos (VWR, Bélgica) e a placa foi incubada a 30 °C durante 48 horas.
Apos a incubacao, o meio TSB foi removido e a placa secou a 55 °C durante uma hora, e foi
adicionado 1 mL de solucao de violeta de cristal a 0,1% (p/v) seguido de incubacao durante
15 minutos a temperatura ambiente. Passado o periodo de incubacao, o violeta de cristal
foi retirado e foram efetuadas trés lavagens com agua destilada, de seguida a placa secou a
55 °C durante 10 minutos e apds este tempo o violeta de cristal foi solubilizado com a
adicao de 1 mL de uma solucdo de 30% de metanol e 10% de acido acético. Por fim, foi
feita a leitura das placas a uma absorvancia de 570 nm no leitor de microplacas (Biorad,
xMark). Para este ensaio foram feitos quatro replicados em pelo menos trés ensaios

independentes.

3.7.4. Tolerancia ao stress oxidativo

A fim de avaliar se o aumento de resisténcia a macrdlidos tinha influéncia na
sobrevivéncia das estirpes quando estas eram expostas ao stress oxidativo provocado pelo
perdxido de hidrogénio a 3, 10 e 30% (v/v) e pelo metil de viologénio a 125mM, foi
efetuado o ensaio descrito por Kern e colaboradores (Kern et al., 2011) com algumas
alteracoOes. Para tal, foi feita uma pré-cultura de todas as estirpes nas condicoes referidas
anteriormente, seguindo-se a recolha de células por centrifugacao durante 4 minutos a
11,000x g. O depdsito celular foi ressuspenso em meio TSB ajustando o ntimero de células
a aproximadamente 108 UFC/mL. Seguidamente, cada estirpe foi inoculada em placas de
TSA usando uma zaragatoa, e discos de celulose estéreis de 6 mm de didmetro carregados
com 5 uL dos compostos em anéalise foram posicionados no centro da placa de TSA. Apo6s
este processo, as placas foram incubadas a 30 °C durante 48 horas e o halo de inibicao de
crescimento formado foi medido. Este ensaio foi realizado pelo menos trés vezes para cada

estirpe de forma independente.

3.7.5. Sobrevivéncia em modelos alimentares

Leite ultrapasteurizado gordo e magro, suco de alface e suco de frango foram usados como
modelos alimentares para verificar se o aumento de resisténcia a eritromicina afetava a
sobrevivéncia da bactéria em estudo em alimentos. Para tal, foi usado o protocolo descrito
por Ferreira e colaboradores (Ferreira & Domingues, 2016), com modificacoes. O suco de
alface foi preparado usando 50 g de alface iceberg homogeneizada com 100 mL de agua
destilada usando um stomacher (Biomaster-Lab system) durante dois minutos. A solucao

obtida foi filtrada através de filtros de celulose e por fim foi misturada, numa proporcao de
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2:1 com tampao fosfato de potéssio (0,3 mol/L) e o pH acertado a 7,2. A solucao foi

autoclavada e armazenada a 4 °C até a realizacao do ensaio.

O suco de frango foi obtido a partir de frango congelado sem visceras. Assim, este frango
foi colocado sobre uma grelha e descongelado no frigorifico com um recipiente para
colheita dos sucos provenientes da descongelacdo. O suco obtido foi recolhido e
armazenado a -80 °C até se obter a quantidade necessaria para todos os ensaios. O suco
foi depois descongelado a 4 °C e centrifugado a 3900xg durante 20 minutos, o
sobrenadante foi entao recolhido e filtrado com filtros de poro 0,45 um e congelado a -20

OC até se realizar o ensaio.

Os dois modelos alimentares de leite gordo e magro corresponderam a utilizacao direta

destes dois tipos de leite ultrapasteurizado.

Para iniciar o ensaio, as estirpes foram inoculadas em meio TSA durante 24 horas e apos
este tempo foram preparadas culturas em meio TSB com DOeszonm de 0,02 que foram
incubadas a 30°C, 100 rpm durante 16 horas. A cultura foi recolhida e foram efetuadas as
diluicoes necessarias nos diversos modelos alimentares, para que todas as culturas
tivessem um namero de células inicial de cerca de 10° UFC/mL num volume final de 1 mL.
Neste ensaio, foram efetuados duplicados para cada estirpe nos quatro modelos
alimentares, e foram incluidos controlos de esterilidade de cada modelo. Todos os tubos
foram armazenados a 4 °C durante 14 dias e foram efetuadas contagens, em placas de
TSA, nos dias 0, 2, 4, 7, 10 e 14 utilizando o método de drop plate, seguindo-se incubacao

a 30 °C, durante 48 horas. Este ensaio foi realizado duas vezes de forma independente.

3.8 Avaliacao fenotipica da expressao de bombas de efluxo

As bombas de efluxo podem ter um papel importante na resisténcia a antibioticos, por
isso, a fim de avaliar a funcionalidade das bombas de efluxo, procedeu-se a avaliacao da
acumulacdo de brometo de etidio (BrEt), um composto intercalante que emite
fluorescéncia quando ligado ao DNA da bactéria. Em simultaneo, foi também avaliado o
efeito do Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP), um inibidor de bombas de
efluxo, na acumulacao de BrEt. O ensaio teve como base o protocolo descrito por Ferreira

e colaboradores (Ferreira et al., 2014) com modificacGes.

Inicialmente, a estirpe de AL butzleri DQ40A1 e todas as estirpes obtidas nos pontos 3.5. €
3.6. foram colocadas em cultura em meio TSA durante 24 horas a 30 °C. De seguida foram
feitas pré-culturas de todas as estirpes em meio TSB durante 16 horas a 30 °C e 100 rpm,
como descrito anteriormente. Estas foram depois usadas para iniciar culturas em meio

TSB com uma DOs.0onm inicial de 0,02, as quais foram incubadas a 30 °C e 100 rpm até
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atingirem o meio da fase exponencial (6h-7h). Posteriormente, as células foram recolhidas
por centrifugacao a 11,000x g durante 4 minutos e ressuspensas em PBS (pH 7,2) a uma
DOs20nm aproximadamente de 0,4. Por fim, 50 pl. das suspensoes celulares foram
aplicados, em triplicado, numa placa de 96 pocos preta com fundo claro (Greiner Bio-one,
Alemanha), apropriada para a leitura de fluorescéncia, juntamente com 48 pL de PBS e a

placa foi incubada a 30°C, durante 10 minutos.

A adicao de 2 uL de BrEt (100 pg/mL) foi feita imediatamente antes do inicio da leitura
numa concentracgao final de 2 pg/mL. A leitura da fluorescéncia foi efetuada usando um
leitor de microplacas SpectraMax Gemini EM (Molecular Devices, Estados Unidos da
América) a uma temperatura constante de 30 °C durante 60 minutos, com leituras em

intervalos de 1 em 1 minuto, com excitacao a 530 nm e emissao a 600 nm.

Para a avaliacdo do efeito do CCCP, a quantidade de PBS foi ajustada para um volume
final de 100 pL apo6s adicdo de CCCP. Apo6s 7 minutos de leitura com BrEt, foram
adicionados 2 uL de CCCP (5 mg/mL) nos pocos respetivos e retomada a leitura. Neste
ensaio foram também realizados um controlo negativo, contendo apenas PBS, um controlo
de autofluorescéncia, que continha 50 uL de PBS e 50 uL de suspensao celular, e ainda um
controlo do fluorocromo contendo 98 pL de PBS e 2 pg/mL de BrEt. Ambos os ensaios

foram realizados trés vezes para cada estirpe, de forma independente.

Para além deste ensaio, de modo a confirmar os resultados obtidos, foi aplicado o método
Cartwheel descrito por Komora e colaboradores (Komora et al., 2017), com algumas
modificacOes. Para tal, as estirpes foram colocadas a crescer em meio liquido até meio da
fase exponencial, nas mesmas condi¢Ges descritas anteriormente e foram recolhidas e
ressuspensas em meio TSB com uma DO620onm de 0,6. De seguida as suspensoes
celulares foram inoculadas do centro para a periferia da placa, com o auxilio de uma
zaragatoa, em placas de meio TSA suplementado com BrEt (2 ug/mL). Apos este processo
as placas foram incubadas a 30 °C, durante 24 horas, protegidas da luz. Depois do periodo
de incubacao, as placas foram visualizadas num transiluminador (UVITEC, Reino Unido)

e foram registadas imagens das mesmas.

3.9 Expressao do gene areB
A expressdo do gene areB foi avaliada para a estirpe nativa Al. butzleri, DQ40A1 e para as

DQ40P8, DQ40P8c e DQ40P8EtOH.

3.9.1. Extracao de RNA total

As quatro estirpes foram inoculadas em placas de meio TSA e incubadas a 30 °C durante

24 horas. Ap6s a incubagdo, foram feitas pré-culturas e culturas das estirpes em estudo
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nas condigoOes referidas anteriormente no ponto 3.8. Destas culturas, apés o periodo de
incubacao foi recolhido 1 mL de suspensao de cada cultura que foi centrifugado a 8.000 x
g durante 3 minutos, sendo o sobrenadante descartado. Seguidamente, foi efetuada uma
lavagem com NaCl a 0,85 (p/v) e procedeu-se a uma nova centrifugacdo nas mesmas
condicoes. No final da centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as células foram

ressuspensas em 500 uL de TripleXtractor (GRiSP, Portugal) e armazenadas a -80 °C.

A extracao de RNA foi executada segundo as recomendacoes do fabricante, sendo a sua
quantidade e pureza determinadas utilizando um nanoespetrofotometro e a sua
integridade foi avaliada por uma eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) em tampao Tris
Acetato-EDTA x 1 e corado com Midori Green (NIPPON Genética, Alemanha). A corrida
de eletroforese decorreu durante 30 minutos a 100 V e foi acompanhada pelo marcador de
peso molecular GRS universal Ladder (GRiSP, Portugal). A anélise do gel obtido foi feita
no transiluminador (UVITEC, Reino Unido).

3.9.2. Tratamento do RNA total com DNase I

A fim de remover, das amostras obtidas anteriormente, possiveis contaminacées de DNA
foi utilizado o kit comercial DNase I, RNases-free (Thermo Scientific, Estados Unidos da
América). Seguindo as recomendacoes do fornecedor, foi preparada uma mistura
reacional com 1 uL de tampao da reacdo (x10), 1 uL. de DNase I e 1 ug de RNA e 4gua
ultrapura até perfazer 10 pL. A mistura foi depois incubada a 37 °C durante 30 minutos e
de seguida foi adicionado 1 uL. de EDTA a 50 mM e procedeu-se a uma incubagio de 10
minutos a 65 °C. No final da incubagao as aliquotas foram armazenas a -80 °C até serem

usadas.

3.9.3. Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para sintetizar o ¢cDNA foi utilizado um kit comercial Xpert cDNA Synthesis Mastermix
(GRIiSP, Portugal). Foi preparada a mistura reacional com 9 uL. de RNA tratado e 10 puL de
Master Mix que foi de seguida incubada durante 5 minutos a 65 °C. Apds este tempo foi
adicionado a cada reacao 1 uL de RTase em gelo e foi realizada nova incubacao com os
seguintes passos: 10 minutos a 25 °C, 15 minutos a 50 °C e 5 minutos a 85 °C. Apoés a

sintese o ¢cDNA foi armazenado a -20 °C até ser usado.
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3.9.4. Determinacao da expressao do gene areB

Para determinar a expressao do gene areB foi usada a técnica de Real-Time PCR (qPCR)
usando o kit comercial NZYSpeedy qPCR Green Master Mix (2x) (NZY Tech). Para a
reacao de amplificacao foi efetuada uma mistura reacional para cada gene contendo 5 pL
de Master Mix (2x), 0,4 uM de cada conjunto de primers correspondentes ao gene areB
ou ao 16S rRNA (Tabela 4) e ainda 1 pL. de cDNA e 4gua ultrapura até perfazer 10 pL. As
misturas feitas anteriormente foram incubadas no CFX Real-Time PCR System (Biorad,
Estados Unidos da América) usando o seguinte programa: 2 minutos a 95 °C, 40 ciclos de
5 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C e por fim um gradiente crescente de 5 segundos a
95 °C. Os niveis de pureza e de formacdo de dimeros foram avaliados pelas curvas de

melting obtidas.

Tabela 4: Lista de primers usados na reagao de real-time PCR, sequéncia e tamanho.

Gene Designacao dos . . Tamanho .
. Sequéncia dos primers Referéncia
alvo primers (pb)
5 - TGG AAA TGG ACA AAA (Mateus et al.,
areB areB_RTPCR_F 20
TGGTG-3"° 2021b)
5'- TCC AAG CCC TGG AAT (Mateus et al.,
areB areB_RTPCR_R 20
AGAAG-3 2021b)
16S 5- ACT CCT ACG GGA GGC .
P338_F 20 (Reis et al., 2014)
rRNA AGCAG-3
16 rRNA 5- ATT ACC GCG GCT GCT GG .
P518_R 17 (Reis et al., 2014)
-3

Por fim, foi feita uma avaliacdo comparativa da expressao relativa do gene areB entre as

estirpes resistentes e a estirpe controlo através do método AACt usando o gene 16S rRNA.

34



Capitulo 4 — Resultados e Discussao

Uma vez que o tratamento usado em casos de enterites com sintomatologia persistente
provocadas por Al. butzleri ¢, normalmente idéntico ao usado para Campylobacter jejunti,
a eritromicina surge como um dos antibioticos recomendados (Ferreira et al., 2016). Nos
ultimos anos tém vindo a ser publicados estudos sobre a resisténcia de Al butzleri a
antibidticos nos quais se verifica uma frequéncia baixa a moderada de resisténcia a
eritromicina, no entanto existe um grande défice de informacao relativa aos mecanismos
de resisténcia envolvidos, sendo por isso importante avaliar estes possiveis mecanismos e
também avaliar quais os efeitos que a aquisicao de resisténcia a eritromicina provoca na

robustez de Al. butzleri (Ferreira et al., 2019b; Isidro et al., 2020).

4.1. Avaliacao da frequéncia de mutacao espontinea em
Aliarcobacter butzleri

A resisténcia a antibioticos pode ser adquirida através da transferéncia horizontal de
genes, mas também devido ao surgimento de mutacoes espontaneas (Luangtongkum et
al., 2009). As mutacoes espontineas estdo geralmente ligadas a replicacio do DNA
durante o crescimento do microrganismo, seja devido a erros da DNA polimerase, ou
podem ainda ocorrer mutagdes provocadas por agentes endogenos ou por delecao,
duplicagdo ou insercdo de genes. Estas mutagdes cromossémicas em bactérias estdo,
muitas vezes, associadas a aquisi¢ao de resisténcia a varias classes de antibiéticos (Blair et
al., 2015; Rosche & Foster, 2000).

Mutacdes pontuais estdo associadas a resisténcia a diversas classes de antibioticos, como é
o caso da resisténcia as fluoroquinolonas em Al butzleri que esta relacionada com uma
mutacao pontual nos genes da DNA girase, na regido determinante de resisténcia as
quinolonas (Abdelbaqi et al., 2007; Ferreira et al., 2018). Em relacao aos mecanismos de
resisténcia a macrolidos em Al. butzleri, estes ainda nido sdo bem conhecido no entanto,
um estudo levado a cabo por Ferreira e colaboradores coloca a hipotese de a resisténcia de
Al butzleri a macro6lidos poder estar associada a mutacoes no gene repressor da
transcricao areR, que afeta a expressao da bomba de efluxo AreABC (Ferreira et al., 2021).
Em Campylobacter spp. existem varios mecanismos associados a resisténcia a macrdélidos
como a eritromicina, entre eles estdo: (i) mutacoes pontuais no dominio V do gene 23S
rRNA, as quais sao associadas a niveis elevados de resisténcia, (ii) mutacoes nas proteinas
ribossomais L4 e L22 associadas a niveis mais baixos de resisténcia, (iii) a presenca de
metilases ribossomicas, codificadas pelo gene ermB, que diminui a ligacao dos macrolidos

ao alvo e (iv) a sobrexpressao de bombas de efluxo como a CmeABC (Bolinger &
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Kathariou, 2017; Hao et al.,, 2013). No entanto, em Al butzleri s6 o ultimo dos
mecanismos descritos anteriormente foi identificado até ao momento.

Neste trabalho, a fim de avaliar como é que o sistema de efluxo associado a resisténcia a
eritromicina, AreABC, pode influenciar a frequéncia com que ocorriam mutacoes
espontaneas, foi determinada a frequéncia de mutacao espontanea de trés estirpes de AL
butzleri, sendo uma delas a estirpe nativa (DQ40A1) e as restantes dois mutantes
(DQ40A1AareB e DQ40A1_trunc_areR). Sendo que Al. butzleri DQ40A1AareB possui
uma mutacdo no gene que codifica a proteina de membrana interna que a torna mais
suscetivel a macroélidos, enquanto Al butzleri DQ40A1_trunc_areR, apresenta uma
mutacdo na qual o gene areR foi substituido e passou a codificar uma proteina truncada
que leva a sobrexpressiao da bomba de efluxo AreABC, o que torna esta estirpe mais
resistente a classe de antibibticos em estudo (Ferreira et al., 2021).

Para tal, primeiramente foi determinada a CMI de dois macrolidos, a eritromicina e a
claritromicina, para cada uma das estirpes em estudo pelo método de microdiluicao
(Tabela 5).

Tabela 5: Concentracées minimas inibitorias dos macrolidos para a estirpe parental e para os dois mutantes.

CMI (pg/mL)
Estirpes de Al. butzleri
Eritromicina Claritromicina
DQ40A1 1 1
DQgo0A1AareB 0,5 0,5
DQ40A1_trunc_areR 16 16

Para analisar os resultados obtidos foram tidos em consideracdo os pontos de corte
apresentados pela European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) para C. jejuni, uma vez que nao existem pontos de cortes especificados para Al
butzleri (EUCAST, 2022). Considerando que ponto de corte para resisténcia a
eritromicina é >4 pg/mlL, verifica-se que a estirpe Al butzleri DQ40A1 e o mutante
DQ40A1AareB sao suscetiveis a ambos os antibioticos, por sua vez a
DQ40A1_trunc_areR ¢é resistente tanto a eritromicina como a claritromicina. Os
resultados estdo de acordo com os obtidos por Ferreira e colaboradores (Ferreira et al.,
2021), no qual a estirpe DQ40A1AareB apresentou uma diminuicao de duas vezes na CMI
para a eritromicina em relacdo a estirpe nativa, DQ40A1, enquanto a estirpe
DQ40A1_trunc_areR apresentou uma CMI para a eritromicina de cerca de 16 vezes
superior a da estipe nativa.

Com o intuito de tentar perceber de que forma a alteracdo da expressao das bombas de

efluxo afetava o surgimento de mutagoes espontaneas numa cultura bacteriana, foi feita a
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determinacao da frequéncia de mutagao espontanea. Esta determinagao foi realizada para
as trés estirpes mencionadas na presenca de concentragoes de eritromicina que variaram
entre 2 x CMI da estirpe DQ40A1AareB e 4 x CMI da estirpe DQ40A1_trunc_areR.
(Tabela 6).

Tabela 6: Frequéncia de mutagao espontanea obtidas para a estirpe de Al. butzleri nativa.

Concentracio de Frequéncia de Mutacio Espontanea
Eritromicina DQ40A1 DQ4o0A1AareB DQ40A1_trunc_areR

1 pg/mL - 6,60x107£9,01x107 -

2 ug/mL 1,99x107° +1,53%107° 1,5%X10°0 £1,22x107° -

4 ug/mL 1,97%x107° +2,16x10° <1,0x10°1° -

8 ug/mL 9,33x107 £8,56x1077 < 1,0x1071° -

16 pug/mL 4,94%1079 £8,56x1079 <1,0x1071° 2,05%X107 +1,78%108
32 pg/mL < 1,0x10710 <1,0x10710 2.05%107 £1,62x107
64 ug/mL <1,0x1071° <1,0x1071° 8,65%1079 £5,10x1079

Apos sete dias de incubacao é possivel observar que a frequéncia de mutagio espontanea
para Al butzleri DQ40A1 é de aproximadamente 106, para concentragoes de antibittico de
2xCMI, e 109 para concentracoes correspondentes a 16xCMI. No que diz respeito ao
mutante AL butzleri DQ40A1AareB o valor da frequéncia de mutacdo varia entre 10 e
<107° e esta estirpe, ao contrario do que se observou na estirpe nativa, apenas apresentou
mutantes em placas de TSA com 2x e 4xCMI de eritromicina, ao passo que a estirpe
nativa apresenta o aparecimento de mutantes em placas com até 16xCMI do antibi6tico
em estudo. Em relacdo ao mutante que possui uma sobrexpressao do sistema de efluxo
AreABC, a frequéncia de mutacao espontanea em placas com 16 ug/mL de eritromicina é
mais elevada (~ 107) do que a apresentada pela estirpe nativa (~109) e, ao contrario do
que acontece para as estirpes DQ40A1 e DQ40A1AareB, a estirpe DQ40A1_trunc_areR é
a Gnica que demonstrou a presenca de mutantes em placas com 64 pg/mL (>1071°).

Resultados semelhantes foram obtidos por Yan e colaboradores quando avaliaram a
frequéncia de mutacao espontanea a fluoroquinolonas em Campylobacter (Yan et al.,
2006). Neste estudo, a estirpe mutante de C. jejuni , com o gene cmeB inativo, apresentou
frequéncias de mutacdo mais baixas do que as verificadas para a estirpe nativa na
presenca de 10 e 32 x CMI para a ciprofloxacina da estirpe nativa, ja no caso da estirpe
que apresentava uma sobrexpressao da bomba de efluxo cmeABC, esta demonstrou uma
maior frequéncia de mutacao do que a estirpe nativa apenas na presenca de concentracoes

de ciprofloxacina 32xCMI (Yan et al., 2006). Os autores associaram o surgimento de um
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maior nimero de mutantes para a estirpe que sobrexpressava a bomba CmeABC ao facto
de estes sistemas reduzirem a acumulacdo do antibidtico dentro do microrganismo,
facilitando assim o aparecimento e a sobrevivéncia de mutantes resistentes as
fluoroquinolonas (Yan et al.,, 2006). Resultados idénticos foram obtidos num estudo
realizado com estirpes de E. coli no qual foi avaliada a influéncia da sobrexpressao das
bombas de efluxo no aparecimento de mutacdes espontidnea e no qual foi possivel
observar que a estirpe nativa apresentava uma frequéncia de mutacao significativamente
mais baixa do que a estirpe que sobrexpressava a bomba de efluxo AcrAB (El Meouche &
Dunlop, 2018).

Os resultados obtidos neste ensaio e os resultados anteriormente descritos sugerem assim
que o aumento da expressao da bomba de efluxo AreABC presente em estirpes de AL
butzleri possa aumentar a frequéncia com que ocorrem mutacdes espontaneas nesta

espécie.

4.2. Avaliacio da taxa de mutacao espontinea em
Aliarcobacter butzleri

Como referido anteriormente, as mutacoes espontaneas ocorrem geralmente durante a
replicacio do DNA. Embora determinar a frequéncia de mutacdo seja mais simples, a
determinacdo da taxa de mutacdo (u) é mais precisa, reprodutivel e oferece mais
informacoes sobre os processos biologicos do que a frequéncia de mutacao (Rosche &
Foster, 2000).

Por definicdo, a taxa de mutacao é uma estimativa da probabilidade de uma mutacao por
nucleétido, por locus ou para todo o genoma ocorrer por geragao, ou seja, no tempo de
vida da bactéria (Martinez & Baquero, 2000; Pope et al., 2008). A determinacido da taxa
de mutacdo pode ser feita através de dois métodos diferentes, sendo eles a avaliagdo da
acumulacdo de mutantes e a anélise da flutuacgao (Foster, 2006).

Neste estudo foi aplicado o ensaio de flutuacao a fim de avaliar a probabilidade de ocorrer
uma mutacdo espontanea no genoma de Al butzleri durante o seu tempo de vida,
utilizando a estirpe nativa DQ40A1. Um outro objetivo para a realizacao deste ensaio foi a
obtencao de colonias derivadas da estirpe nativa que apresentassem um fenétipo de
resisténcia a eritromicina.

Antes de realizar o ensaio foi necessario assegurar alguns parametros preliminares, que
foram verificados e ajustados recorrendo a trés culturas paralelas, nomeadamente garantir
que nao existiam mutacoes pré-existentes no indculo inicial (N,), assegurar que o ensaio
se inicia com um valor menor ou igual a 104 UFC/mL e que no final do ensaio ocorra um

aumento do nimero de células, no minimo, de 1000 vezes.
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Apos validacao destes parametros, procedeu-se a realizacao do ensaio para determinar a

taxa de mutacdo espontanea, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 77: Valores da taxa de mutagao espontanea para a estirpe Al. butzleri DQ40A1, bem como os valores de

UFC/mL no tempo o0 (No) e no final (NT) e ainda o valor de m

Taxa de
Numero No Nt mutacio
de Contagens | Jackpots | Média | Mediana m A
(x103) | (x107) espontanea
culturas
(1) (x10%)

1 25

2 10

3 113

4 11

5 10

6 7

7 29

8 8

9 6

10 39

1 79,21 23,0 4,05 7,74 7,17 9,26

11 186

12 10

13 853

14 23

15 40

16 32

17 4

18 9

19 1121%

20 90

* o valore assinalado corresponde ao Jackpot (nimero superior a 1000) e foi retirado dos célculos por

ultrapassarem o limite de dete¢cdo do método.

Antes de proceder a determinacao da taxa de mutacao espontanea é necessario determinar
o numero de mutacoes que aconteceram por cultura, m. Para o calculo deste parametro
podem ser aplicados varios modelos matematicos, neste caso foi usado o método de Lea

and Coulson dado que m se encontra no intervalo de 1,5 a 15 (Pope et al., 2008; Rosche &
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Foster, 2000). Aplicando a Equacao (1) representada na seccao 3.5., 0 m tem um valor de
7,17, e assim encontra-se dentro do intervalo de valores validos para este método.

O célculo da taxa de mutacao espontanea foi feito através da divisao do valor de m pelo
valor do Nr, que representa o valor total de células cultivaveis no ensaio e como esta
representado na Tabela 7, o valor da taxa de mutacao para a estirpe DQ40A1 é de 9,26 x
108,

Um estudo realizado com a finalidade de avaliar a taxa de mutacao de quatro estirpes de
Al butzleri na presenca de fluoroquinolonas obteve valores de taxa de mutacgao
espontanea na ordem de 109 (Alves, 2018), abaixo dos verificados neste estudo com
eritromicina, o que significa que existe mais probabilidade de ocorrerem mutagoes
espontaneas em Al. butzleri na presenca de eritromicina. No entanto, estudos realizados
em estirpes de C. jejuni e C. coli concluiram que a taxa de mutacao espontanea na
presenca de eritromicina nestas duas espécies tem valores na ordem de 1079 e 107°,
enquanto que na presenca de fluoroquinolonas os valores obtidos para a taxa de mutacao
foram mais elevados, situando-se entre 10° e 108, dependendo da concentracdo de
antibiotico aplicada, demonstrando que a taxa de mutacao de Campylobacter para os
macrolidos é mais baixa do que para fluoroquinolonas (Lin et al., 2007; Luangtongkum et
al., 2009; Yan et al., 2006).

A anélise da taxa de mutacdo fornece ainda informacoes sobre a mutabilidade da bactéria
e no que diz respeito a esta classificacao um estudo, que avaliou a taxa de mutacao de 696
em estirpes de E. coli resistentes a rifampicina, dividiu os seus resultados em
hipomutaveis (<109), normomutaveis (8 x 109 a 4 x 10°8), fracamente hipermutaveis (4 x
108 a 4 x 107) e fortemente hipermutaveis (> 4 x 107), sendo que, quanto maior for o
valor da taxa de mutacdo, maior é a hipermutabilidade da estirpe (Baquero et al., 2004).
Assim , considerando este sistema de classificacao, a estirpe de Al butzleri DQ40A1 pode
classificar-se como um microrganismo fracamente hipermutdvel na presenca de
eritromicina.

Através deste ensaio foram selecionadas 17 colénias (TM1A — TM1Q) de mutantes que
foram passadas cinco vezes em placas de meio TSA sem antibi6tico antes da sua biomassa

ser recolhida e armazenada a -80 °C para ensaios posteriores.

4.2.1. Avaliacdo da suscetibilidade a eritromicina de estirpes de Aliarcobacter

butzleri ap6s a aquisicao espontanea de resisténcia a eritromicina

Apdbs a aquisicdo espontanea de resisténcia a eritromicina, as 17 colonias mutantes

isoladas sofreram cinco passagens em meio TSA sem antibiotico, com o objetivo de
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perceber se o fendtipo de resisténcia se mantinha apds as passagens ou se este se devia
apenas a pressao provocada pela presenca de antibidtico. Para tal, foi determinada a CMI
para cada um dos mutantes para a eritromicina.

Em todos os mutantes verificou-se um aumento de pelo menos duas vezes do valor da
CMI, uma vez que seis dos mutantes testados apresentaram CMI igual a 2 ug/mL, cinco
mutantes demonstraram um aumento da CMI para 4 pg/mL, quatro apresentaram uma
CMI de 8 pg/mL enquanto apenas um dos mutantes apresentou uma CMI de 16 ug/mL
(Tabela 8).

Tabela 8: Concentracdo minima inibitéria de eritromicina para os mutantes selecionados dos ensaios de

flutuacdo, apoés cinco passagens em meio TSA sem eritromicina.

CMI (ug/mL)
Estirpes de Aliarcobacter butzleri
Eritromicina

TM1A 4
TM1B 2
TM1C 4
TM1E" 8
TM1F* 8
T™1G 4
TM1H 4
TM1l 2
TM1J 2
TM1K" 16
TM1L' 8
TM1M 2
TM1N 4
TM10 2
TM1P" 8
T™M1Q 2

* estirpes resistentes selecionadas para ensaios subsequentes.

De seguida foram selecionados os cinco isolados que apresentavam a CMI acima do ponto
de corte usado para estabelecer resisténcia, nomeadamente as estirpes TM1E, TM1F,
TM1K, TM1L e TM1P, para ensaios subsequentes a fim de avaliar quais os efeitos da

aquisicao de resisténcia a eritromicina na robustez das estirpes.
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4.3. Inducao de resisténcia in vitro a eritromicina em
Aliarcobacter butzleri

A exposicao continuada de estirpes suscetiveis a um dado agente antimicrobiano pode
levar a uma aquisicao de resisténcia a esse composto (Ferreira et al., 2018). Assim, a fim
de induzir elevados niveis de resisténcia a eritromicina, neste estudo, a estirpe de Al
butzleri DQ40A1, que possui uma CMI para a eritromicina de 1 ug/mlL, sofreu passagens
sucessivas em meio TSB com concentragdes crescentes de eritromicina, come¢ando com

0,25 x CMI da estirpe DQ40A1 até se atingir a concentracao de 128 x CMI.

Tabela 9: Carateristicas iniciais da estirpe nativa de Al butzleri DQ40A1 para o ensaio de evolucao, duracdo do

ensaio e evolugdes com fendtipo de resisténcia a eritromicina obtidas.

Estirpe . .. Duracdo do ensaio (Dias/ N° 5
] CMI Inicial  ICso Inicial . Evolucoes
Nativa de passagens com antibiético)
1 0,31 25/20 DQ40P8
DQ40A1 1 0,32 25/17 DQ4go0P9g
1 0,16 26/19 DQ40P10

Na Tabela 9 estao representadas as carateristicas dos trés ensaios de evoluc¢ao realizados, a
duragdo e o niimero de passagens com antibidtico que foram efetuadas em cada ensaio.
Em simultaneo, acompanhou-se com duas evolucoes que sofreram as mesmas passagens
em meio TSB, o controlo de crescimento sem eritromicina (DQ40P8c, DQ40P9c e
DQ4P10c¢) e o controlo do solvente (DQ40P8EtOH, DQ40P9EtOH e DQ40P10EtOH) (na

presenca da mesma concentracao de etanol usada no ensaio com o antibio6tico).

Ao longo da inducao de resisténcia foi calculado o IC5, quando se atingiram concentracgoes

de eritromicina de 0 pg/mlL, 4 ug/mL, 12 ug/mlL, 32 ug/mL, 96 pg/mL e 128 pug/mL.
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Figura 3: Representacio grafica da evolucdo do IC50 ao longo da inducgdo de resisténcia in vitro a
eritromicina. A: Evolucao do IC50 da estirpe DQ40P8 e dos controlos DQ40P8c e DQ40P8EtOH; B: Evolucao
do IC50 da estirpe DQ40P9 e dos controlos DQ40P9c e DQ40P9EtOH; C: Evolugdo do IC50 da estirpe
DQ40P10 e dos controlos DQ40P10c e DQ40P10EtOH

Através da observacao da Figura 3 pode-se verificar que as evolugbes correspondentes as

DQ40P8, DQ40P9 e DQ40P10, apresentaram um aumento significativo no IC5, com um

aumento de 249 vezes para a evolucdo DQ40P8 (aumento de 0,32 ug/mL para 77,42

pg/mL). No que diz respeito a evolucdo DQ40P9 houve um aumento do IC;, de 0,31
pg/mL para 90,96 ug/mL, e para a evolucdo DQ40P10 de 0,16 pg/mL para 149,50 ug/mL,

o que corresponde a um aumento no ICs;, de aproximadamente 284 e de 934 vezes,

respetivamente.

Para além da avaliacdo do ICs, de cada estirpe, também foi determinada a CMI. Para tal,

apoOs a finalizacdo do ensaio de evolucdo de resisténcia, procedeu-se a inoculacao das

estirpes em placas de meio TSA sem antibibtico e a partir dessas placas foi selecionada

uma colonia isolada de cada evolucao que de seguida sofreu cinco passagens em placas de

meio TSA sem antibiotico (Tabela 10).
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Tabela 10: Concentragdo minimas inibitérias de isolados das trés evolugoes originadas a partir da inducédo de

resisténcia in vitro a eritromicina.

CMI (pg/mL)
Aliarcobacter butzleri
Eritromicina
DQ40P8 256
Evolucao 8 DQ40P8c 2
DQ40P8EtOH 2
DQ40P9 512
Evolucao 9 DQ40P9gc 4
DQ40P9EtOH 8
DQ4o0P10 Instavel*
Evolucao 10 DQ4oP10c¢ 2
DQ40P10EtOH 2

*Ap6s descongelar, a estirpe demonstrou diminuigées sucessivas da CMI.

A partir da andlise da tabela 10 é possivel verificar que duas das estirpes resistentes a
eritromicina apresentam um aumento consideravel na CMI que passou de 1 ug/mL para
256 ug/mL e 512 ug/mL nas estirpes DQ40P8 e DQ40P9, respetivamente. Em relacdo a
estirpe DQ40P10, numa fase inicial apresentou um aumento da CMI, contudo este valor
era instavel e diminuia com as passagens em meio TSA sem antibi6tico. Por este motivo,

nos ensaios seguintes a evolucao 10 nao foi utilizada.

Em relacdo as estirpes controlo da evolucao 8, ambos apresentaram um ligeiro aumento
da CMI que passou de 1 pg/mL para 2 pg/mL, enquanto os controlos da evolugdo 9
apresentaram um aumento maior, sendo que a estirpe de controlo de crescimento
apresentou uma CMI de 4 pg/mL e o controlo do solvente uma CMI de 8 pg/mL. O
aumento da CMI registado nas estirpes controlo pode ter sido provocado por mutacoes
que decorreram pela replicacao continua das estirpes ou pela presenca de concentracoes

subinibitéria de etanol (Woo et al., 2018).

Em suma, a partir deste ensaio conseguimos produzir evolucoes de Al. butzleri com
elevado nivel de resisténcia a eritromicina que, foram posteriormente utilizadas para
avaliar os efeitos fenotipicos e gendmicos provocados pela inducdao de altos niveis de

resisténcia em estirpes de Al butzleri.
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4.4. Avaliacao da influéncia da aquisicao espontinea de
resisténcia e da inducao de resisténcia in vitro a

eritromicina na suscetibilidade de Aliarcobacter butzleri

4.4.1. Avaliacao do crescimento das estirpes resistentes a eritromicina na auséncia

e na presenca de antibidtico

A fim de avaliar se o crescimento dos mutantes, isolados a partir do ensaio de flutuacao, e
das populacoes, provenientes da inducdo de resisténcia in vitro, seria afetado pela
aquisicao de resisténcia a eritromicina procedeu-se a construcdo das curvas de
crescimento das estirpes resistentes e da estirpe nativa (DQ40A1) na auséncia de

eritromicina, registando o crescimento de todas as estirpes ao longo de 24 horas.

DOg20nm

& DQ40A1 (CMI: 1 pg/m
© TMAE (CMI: 8 pg/ml)

= DQ40A1 (CMI: 1 pg/mL)
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Figura 4: Perfil de crescimento das estirpes de Al butzleri DQ40A1, e respetivos mutantes resistentes a
eritromicina. (A: DQ40A1 e TM1E; B: DQ40A e TM1F; C: DQ40A1 e TM1K; D: DQ40A1 e TM1L; E: DQ40A1 e
TM1P). Resultados obtidos correspondem a média e desvio padrao resultante de pelo menos trés ensaios
independentes. A anélise estatistica foi realizada com o teste two-way ANOVA com compara¢do multipla
Sidak’s. Os asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas na comparagao da estirpe mutada com

anativa; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0.001 € **** p < 0,0001.

45



Observando os graficos representados da Figura 4 é possivel verificar que os mutantes
TM1E, TM1L, cuja CMI é de 8 ug/mL, possuem uma fase exponencial ligeiramente mais
longa e a densidade 6tica (DO¢20nm) final mais elevada quando comparada com a estirpe
nativa. Em relacdo aos mutantes TM1F (8 ug/mL) e TM1K (16 ug/mL), os perfis de
crescimento comecam por ser praticamente sobreponiveis com a estirpe nativa, no
entanto, a partir das 8 horas de crescimento a DO¢2onm de ambos os mutantes continua a
aumentar até as 12 horas, enquanto a estipe DQ40A1 entra em fase estacionaria. No que
diz respeito a curva de crescimento da estirpe TM1P, esta é praticamente sobreponivel
com a da estirpe nativa, apresentando diferenca estatistica (p < 0,05) apdés 24 horas de
ensaio.

Analisando os resultados obtidos é possivel observar que a maioria dos mutantes em
estudo apresentou diferencas significativas no crescimento, no entanto, a CMI de cada
estirpe ndo parece estar associada as alteracdes observadas uma vez que estirpes com CMI

iguais apresentaram perfis de crescimento diferentes.

O mesmo ensaio foi efetuado para obter o perfil de crescimento das estirpes provenientes
da induc@o de elevados niveis de resisténcia a eritromicina in vitro e os resultados obtidos

estao representados na Figura 5.
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Figura 5: Perfil de crescimento das estirpes de AL butzleri DQ40A1, das estirpes resistentes a eritromicina e
respetivos controlos provenientes dos ensaios de evolu¢ido na presenca de eritromicina. A: DQ40A1 e Evolugao
8; B: DQ40A e Evolucao 9. Resultados obtidos correspondem & média e o desvio padro resultante de pelo
menos trés ensaios independentes. A anélise estatistica foi realizada com o teste two-way ANOVA. Os
asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas na comparacido das estirpes resultantes dos
ensaios de evolucdo com a nativa; * p < 0,05, ** p < 0,01,*** p < 0,001 e **** p <0,0001, obtidos através do

teste de comparacgao multipla Sidak’s.

Avaliando a Figura 5A, referente as evolugoes 8 podemos observar que a estirpe resistente
DQ40P8, apresenta um aumento da fase lag de crescimento que se reflete numa
diminuicao da taxa de crescimento desta estirpe quando comparada com a estirpe nativa e
com os controlos, DQ40P8c e DQ40P8EtOH. Em relacao a evolucao 9 (Figura 5B) os
perfis de crescimento sao todos idénticos ao perfil apresentado pela estirpe nativa,

DQ40A1, até as 8 horas de ensaio. A partir deste ponto as estirpes das evolucoes 9
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apresentam densidade Oticas superiores a DQ40A1, sendo que, para a estirpe resistente a

diferenca de crescimento so € significativa apos 12 horas de ensaio.

Observando os resultados obtidos pelas evolugdes é possivel verificar que a estirpe
resistente da evolucdo 8 apresenta uma alteracdo drastica no perfil de crescimento,
resultado que estd de acordo com véarios estudos que referem que a aquisicao de
resisténcia a antibidticos pode provocar uma diminuicao na taxa de crescimento das
bactérias (Andersson et al., 2007; Bjorkholm et al., 2001). Contudo, para a evolucao 9, ao
contrario do que seria esperado, nao se verificaram alteracoes drasticas no crescimento,

apesar da estirpe resistente desta evolucao apresentar uma CMI superior a da evolugao 8.

Assim, é possivel considerar que as alteragcbes apresentadas pela estirpe resistente,
DQ40P8, podem dever-se ao facto de a inducgao de resisténcia ter provocado mutagoes que
levaram a alteracoes do perfil metabolico da bactéria, alterando assim o seu perfil de
crescimento, ou seja, a inducao de resisténcia pode ter tido custos de adaptacdo para a
bactéria, como foi sugerido por Andersson e colaboradores (Andersson & Levin, 1999).
Contudo, os resultados obtidos para as estirpes mutantes, provenientes do ensaio de
flutuacao, e para as estirpes da evolucao 9 sugerem que estas estirpes podem ter sofrido
mutacoes adaptativas que compensaram as alteracOes metabolicas provocadas pela
aquisicao de resisténcia. Resultados idénticos foram obtidos por Ferreira e colaboradores
num estudo que, comparou a cinética de crescimento de estirpes de Al. butzleri resistentes
a ciprofloxacina com as respetivas estipes nativas e no qual se verificou que, nas primeiras
4-6 horas de ensaio, as curvas de crescimento das estirpes mutantes se sobrepunham as
curvas de crescimento das estirpes parentais, mostrando uma cinética de crescimento
semelhante, apresentado ligeiras alteracoes nas restantes horas de ensaio (Ferreira et al.,
2018). O aumento da DOg¢.onm apresentados pela maioria das estipes em estudo, a partir
das 10 horas de ensaio, pode dever-se ao possivel aparecimento de mutacoes
compensatorias que, tém como func¢ido reduzir os custos de adaptagdo causados pelo
aumento da resisténcia a antibiéticos, levando assim ao melhoramento da capacidade de
crescimento das estipes resistentes (Bjorkman et al., 2000; Laurent et al., 2001).

Apoés a andlise dos perfis de crescimento na auséncia de eritromicina, procedeu-se a
avaliacao do perfil de crescimento das estirpes em estudo na presenca eritromicina num
intervalo de concentracoes entre 0 ug/mL a 8 ug/mL. As leituras da densidade 6tica a 620
nm de cada estirpe foram feitas de hora a hora e de seguida foi analisado o perfil de
crescimento em funcao da concentracao de eritromicina em trés pontos de crescimento.
Os perfis de crescimento na presenca de eritromicina referentes as estirpes provenientes

do ensaio de flutuagao estao demonstrados nos graficos representados na Figura 6.
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Figura 6: Perfil de crescimento da estirpe de Al butzleri DQ40A1, e respetivos mutantes resistentes a
eritromicina na presenca de concentragoes de eritromicina entre o— 8 ug/mL. (Densidade 6tica a 620 nm A: as
6 horas; B: as 12 horas; C: as 24 horas). Resultados obtidos correspondem a média e o desvio padrio
resultante de pelo menos trés ensaios independentes. A anélise estatistica foi realizada com o teste two-way
ANOVA com comparacao multipla Dunnett’s. Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas
na comparacao da estirpe mutada com a nativa para concentragoes de eritromicina > 1 ug/mL; * p < 0,05, ** p

< 0,01, *** p < 0,001 e **** p <0,0001.

Ao observar o grafico representado na Figura 6 é possivel verificar que, ap6s as primeiras
6 horas de ensaio, todas as estirpes resistentes testadas apresentaram crescimento mais
acentuado relativamente a estirpe nativa para todas as concentra¢des de eritromicina
testadas, sendo que as estirpes TM1K e TM1L sao as que apresentam maiores diferencas,
quando comparadas com a estirpe DQ40A1, facto que se mantém apos 12 horas de ensaio.
Contudo, ap6s 24 horas de incubacdo com concentracoes mais elevadas de eritromicina,

nenhum dos mutantes apresenta crescimento.

Relativamente as estirpes que integram a evolugao 8, os perfis de crescimento na presenca

de eritromicina as 6, 12 e 24 horas de ensaio estao representados na Figura 7.
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Figura 7: Perfil de crescimento das estirpes de AL butzleri DQ40A1, e das estirpes correspondentes as
evolucgoes 8 na presenca de concentragoes de eritromicina de o ug/mL — 8 pg/mL. (A: Perfil de crescimento as
6 horas de ensaio; B: Perfil de crescimento as 12 horas de ensaio; C: Perfil de crescimento as 24 horas de
ensaio). Resultados obtidos correspondem a média e ao erro padrao da média resultante de pelo menos trés
ensaios independentes. A anélise estatistica foi realizada com o teste two-way ANOVA com comparacao
multipla Dunnett’s. Os asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas na comparagdo das

estirpes resultantes dos ensaios de evolucdo com a nativa; * p < 0,05.

Em relacdo a evolucao 8 (Figura 7), pode-se observar que a estirpe resistente a
eritromicina, DQ40P8, apresenta diferencas claras na capacidade de crescimento na
presenca de eritromicina. As 6 horas de ensaio (Figura 7A), o crescimento da estirpe
DQ40P8, para concentracoes de antibiotico superiores a 1 ug/mlL, nao apresenta
diferencas significativas de crescimento, no entanto é possivel verificar um ligeiro
aumento da DO¢2onm na presenca de 8 pug/mL de eritromicina, quando comparada com os
controlos, podendo esta observagdo estar associada ao aumento da fase lag verificado nas
curvas de crescimento. Para as 12 e 24 horas de ensaio (Figura 7B e 7C), o crescimento da
estirpe da DQ40P8 ¢é evidentemente superior para as concentracoes mais altas de
eritromicina, no entanto, s6 se verificaram diferencas estatisticas significativas apos 12

horas de incubacao com 1 ug/mL de eritromicina.

O mesmo ensaio foi efetuado para as estirpes da evolucdo 9 e os resultados obtidos

encontram-.se representados na Figura 8.

49



6 horas 0.4 12 horas

DOg20nm

[ERY] pg/mL [ERY] pg/mL

0.4 24 horas

& DQ40A1 (CMI: 1 pg/ml)
¥ DQ40PY (CMI: 512 pg/mL)
-+ DQ40PIc (CMI: 4 pg/mL)
- DQ4OPYELOH (CMI: 8 pg/mL)

[ERY] pg/mL

Figura 8: Perfil de crescimento das estirpes de Al butzleri DQ40A1, e das estirpes da evolugdo 9 na presenca
de concentragoes de eritromicina de 0 pg/mL — 8 ug/mL. A: Perfil de crescimento as 6 horas de ensaio; B:
Perfil de crescimento as 12 horas de ensaio; C: Perfil de crescimento as 24 horas de ensaio. Resultados obtidos
correspondem a média e ao erro padrdo da média resultante de pelo menos trés ensaios independentes. A
andlise estatistica foi realizada com o teste two-way ANOVA com comparacdo multipla Dunnett’s. Os
asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas na comparacdo das estirpes resultantes dos

ensaios de evolucao com a nativa; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.

No que diz respeito a evolucao 9 (Figura 8), ao contrario do observado na evolucao 8, na
qual apenas a estirpe resistente DQ40P8 foi capaz de crescer na presenca de
concentracoes mais elevadas de eritromicina, nesta também o controlo do solvente,
DQ40P9EtOH, apresentou esta capacidade.

As 6 horas de ensaio (Figura 8?) a estirpe que apresenta uma DOszonm mais elevada em
todas as concentracoes de eritromicina é a DQ40P9 seguida pela DQ40P9EtOH,
apresentado diferencas significativas na presenca de concentracoes de eritromicina
superiores a 0,25 ug/mL. Na Figura 8B pode-se observar que as 12 horas de ensaio a
estirpe resistente e o controlo do solvente apresentam densidades 6ticas idénticas em
todas as concentracoes de eritromicina, sendo que apresentam diferencas estatisticas em
todas as concentracoes superiores a 1 ug/mL. No final do ensaio (Figura 8C), é possivel
verificar que apenas estas duas estirpes tém a capacidade de crescer na presenca de 8
ug/mL de eritromicina, enquanto a estirpe controlo, DQ40P9c, apenas apresenta

crescimento em concentragoes inferiores a 2 pug/mL.
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Em suma, analisando os resultados obtidos foi possivel verificar que, tanto os mutantes
selecionados do ensaio de flutuacao como as estirpes resistentes das evolugoes, tém maior
capacidade de crescimento na presenca de eritromicina do que a estirpe nativa, com
énfase para as estirpes com valor de CMI mais elevado, indicando que, como seria
expectavel, o aumento da CMI para a eritromicina tornou as estirpes mais aptas a crescer
na presenca deste agente antimicrobiano. Além disso, o facto da estirpe controlo do
solvente (DQ40P9EtOH) da evolucdo 9, também apresentar a capacidade de crescer nas
mesmas concentragcoes que a estirpe resistente pode dever-se a existéncia de mutacoes
provocadas pela exposicao a concentracoes crescentes de etanol ao longo do processo de
inducao de resisténcia. De facto, num estudo realizado em A. baumannii a exposicao das
bactérias a etanol foi capaz de induzir mutacoes em genes que codificam para bombas de
efluxo do tipo RND que conferem resisténcia a varias classes de antibidticos (Camarena et

al., 2010).

4.4.2. Avaliacdo do efeito da inducao de resisténcia a eritromicina in vitro na

suscetibilidade de Aliarcobacter butzleri a outros antibioticos

A fim de avaliar se a aquisicao espontanea de resisténcia e a inducao de resisténcia a
elevadas concentracbes de eritromicina provocou alteragoes na suscetibilidade a outros
agentes antimicrobianos, foram selecionados cinco antibioticos de diferentes classes. A
gentamicina que pertence a classe dos aminoglicosideos, a tetraciclina, dois antibioticos -
lactamicos, sendo eles a ampicilina (penicilina) e a cefotaxima (cefalosporina) e ainda a
ciprofloxacina que pertence a classe das fluoroquinolonas, e procedeu-se a determinacao
da CMI de cada antibidtico para cada estirpe. Para tal, foi aplicado o método de

microdiluicao em placa e os resultados estao representados na Tabela 11.
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Tabela 11: Concentracdo minimas inibitorias para as estirpes mutantes (TM1E, TM1F, TM1K, TM1L e TM1P),
da evolucao 8 (DQ40P8, DQ40P8c e DQ40P8EtOH) e 9 (DQ40P9, DQ40P9c e DQ40P9EtOH) e para a estirpe
nativa (DQ40A1) de AL butzleri.

Estirpes de CMI (ug/mL)
Aliarcobacter
buizleri Eritromicina Gentamicina Tetraciclina Ampicilina Ciprofloxacina Cefotaxima
DQ40A1 1 0,5 1 4 < 0,03 8
TM1E 8 1 1 4 0,06 8
TM1F 8 0,5 1 4 0,06 8
TM1K 16 1 2 4 0,06 8
TM1L 8 0,5 1 4 0,06 8
TM1P 8 1 1 4 0,06 8
DQ40P8 256 0,5 2 4 0,25 2
DQ40P8c 2 1 2 4 0,06 8
DQ40PS8EtOH 2 0,5 2 4 < 0,03 8
DQ4o0P9 512 0,5 4 0,25 8
DQ4goP9c 4 1 4 0,06 8
DQ40P9EtOH 8 0,5 2 4 0,125 8

A negrito encontram-se evidenciadas as alteracdoes na CMI relativamente a estirpe nativa.

Observando os resultados obtidos, podemos verificar que, no geral os resultados obtidos

pelos mutantes selecionados e pelas evolucoes sao semelhantes.

No que diz respeito a gentamicina, foi possivel observar que, as estirpes mutantes TM1E,
TM1K e TM1P, bem como as estirpes controlo das evolucdes, DQ40P8c e DQ40P9c,
demonstravam um ligeiro aumento na CMI para este antibiético, quando comparadas com

a estirpe nativa.

Em relacdo aos resultados obtidos para a tetraciclina, a estirpe mutante TM1K e todas as
estirpes das evolucoes sofreram um aumento de duas vezes na CMI, que passou de 1
ug/mL para 2 ug/mL, a excecdo da estirpe resistente a eritromicina da evolucido 9 que

apresentou um aumento de quatro vezes CMI quando comparada com a estirpe DQ40A1.

Em relacdo aos antibioticos B-lactamicos, ampicilina e cefotaxima nao se verificaram
alteracoes na CMI de nenhuma das estirpes em estudo, a excecao da estirpe DQ40P8 que

apresentou um aumento de suscetibilidade a cefotaxima.

No caso da ciprofloxacina foi possivel verificar que os cinco mutantes selecionados a partir
do ensaio de flutuacao apresentaram um aumento de pelo menos duas vezes na CMI. Em
relacdo as evolucoes, o aumento da CMI para a ciprofloxacina foi bastante superior ao
observado para as estirpes mutantes sendo que, as duas estirpes resistentes (DQ40P8 e a

DQ40P9) apresentaram um aumento na CMI que passou de < 0,03 ug/mL para 0,25
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ug/mL, o que representa um aumento superior a oito vezes na CMI. Em relagao as estirpes
controlo (DQ40P8c e DQ40P9c), ambas apresentaram um aumento de pelo menos 2x
CMI. No entanto, no que toca aos controlos do solvente, apenas a estirpe DQ40P9EtOH
sofreu um aumento da CMI de pelo menos quatro vezes, passando de < 0,03 ug/mL para

0,125 ug/mkL.

Em suma, é possivel observar que o aumento da CMI para a eritromicina levou a
alteracOoes na suscetibilidade das estirpes a tetraciclina e a ciprofloxacina sendo essas
alteracOes mais visiveis nas estirpes das evolucoes que passaram por um processo de
aquisicao de resisténcia mais prolongado que as restantes. Estes resultados estao de
acordo com os resultados obtidos num estudo realizado por Ferreira e colaboradores
(Ferreira et al., 2021), no qual a estirpe DQ40A1_trunc_areR que possui uma expressao
aumentada da bomba de efluxo AreABC, para além de apresentar um aumento na CMI
para a eritromicina também apresentou uma diminuicdo da suscetibilidade a
ciprofloxacina e a tetraciclina, o que pode indicar um papel das bombas de efluxo da
familia RND na aquisicao de resisténcia. Contudo, a sobrexpressao de bombas de efluxo
nao explica o aumento de suscetibilidade que a estirpe DQ40P8 apresentou para a
cefotaxima, o que indica que a inducgao de resisténcia a eritromicina pode ter provocado
mutacoes que alteraram a producao de [-lactamases ou que modificaram a expressao de

porinas, aumentando a permeabilidade da membrana celular (LeFrock et al., 1982).

4.4.3. Avaliacao fenotipica da expressao de bombas de efluxo de Aliarcobacter

butzleri

As bombas de efluxo presentes na membrana celular das bactérias sao responsaveis pela
extrusao de forma ativa de moléculas antimicrobianas, diminuindo a concentracao destas
dentro das células, sendo por isso, considerado o mecanismo que mais contribui para a
resisténcia intrinseca a antibioticos em bactérias de Gram-negativo (Blair et al., 2015).
Uma vez que existem estudos que correlacionam a existéncia de um fenétipo de
resisténcia a macrolidos com mutacoes nos genes associados a regulacao destas bombas
de efluxo e tendo em consideracdao os resultados obtidos na sequenciacdo completa do
genoma, feita para a DQ40P8 (Anexo 1) na qual, por comparacdo com a estirpe nativa,
DQ40A1, foi detetada uma mutacao nas proteinas ribossomais L4 e L22 e uma dele¢ao no
gene repressor da transcricao areR, que estéa associado a regulacao da expressao da bomba
de efluxo AreABC, procedeu-se a avaliacao do papel das bombas de efluxo na aquisicao de
resisténcia a eritromicina através do ensaio de acumulacao de brometo de etidio (Du et al.,

2018; Isidro et al., 2020).
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O brometo de etidio é um composto intercalante que emite fluorescéncia quando ligado ao
DNA da bactéria, sendo considerado um substrato das bombas de efluxo. Assim, este
ensaio baseia-se na avaliacdo da emissdo de fluorescéncia, parametro que esti associado
com uma maior ou menor acumulacdo de BrEt pelas células e consequentemente,
correlacionado com diferentes graus de expressao das bombas de efluxo (Martins et al.,
2010). Deste modo, foi avaliada a acumulacdo de brometo de etidio por cada estirpe ao

longo de 60 minutos e os resultados estao esquematizados nos graficos da Figura 9.
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Figura 9: Representacao grafica da acumulagido de brometo de etidio (2 ug/mL) pelas estirpes mutantes, pelas
evolucoes 8 e 9 e pela estirpe nativa (DQ40A1). (A: DQ40A1 e mutantes TM1E, TM1F, TM1K, TM1L e TM1P; B:
DQ40A1 e evolucdo 8; C: DQ40A1 e evolugdo 9). Os resultados apresentados representam a média e erro

padrido da média de, pelo menos, trés ensaios independentes.

Através da anélise do grafico, podemos concluir que a estirpe DQ40A1 é a que apresenta
maior emissdo de fluorescéncia, o que significa que foi a estirpe que acumulou mais
brometo de etidio. Em relacdo as estirpes mutantes, todas apresentaram uma clara
diminuicdo da fluorescéncia sendo que, as estirpes TM1K e TM1P foram as que
demonstraram uma maior reducao da acumulacao de brometo de etidio (Figura 9A). O
mesmo é verificado nas evolucoes 8 (Figura 9B) e 9 (Figura 9C), nas quais é possivel
observar que as estirpes altamente resistentes a eritromicina demonstraram uma emissao
de fluorescéncia praticamente constante ao longo dos 60 minutos de ensaio, o que
significa que estas estirpes tém uma maior capacidade para expulsar o brometo de etidio

das células. No que diz respeito as estirpes controlo de ambas as evolucgoes, todas
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apresentam uma emissao de fluorescéncia crescente ao longo do ensaio, mas sempre com
valores inferiores aos apresentados pela DQ40A1, a excecdo da estirpe controlo
DQ40P9EtOH que demonstrou uma acumulacido de brometo de etidio idéntica a
apresentada pela estirpe resistente, DQ40P9. O aumento da extrusao de brometo de etidio
por parte da estirpe DQ40P9EtOH pode significar que o aumento da resisténcia ao etanol

pode levar a mutacgoes que alteram a expressao das bombas de efluxo.

Em suma, esta alteracdo na acumulacdo de BrEt sugere que os sistemas de efluxo podem
estar envolvidos no processo de aquisicdo de resisténcia a antibidticos (Cagliero et al.,
2007). Assim, uma diminuicao de acumulacao de BrEt, que pode estar correlacionada com
um aumento de expressao dos sistemas de efluxo, podera explicar a diminuicao de
suscetibilidade a eritromicina e ciprofloxacina. Resultados idénticos foram obtidos num
estudo realizado em 2021, por Ferreira e colaboradores (Ferreira et al., 2021), no qual
ficou provada a relacdo entre o aumento da expressao das bombas de efluxo da familia
AreABC e a diminuicdo da acumulacdo de BrEt em Al butzleri e no qual também foi
possivel associar o aumento da expressao da bomba de efluxo AreABC com o aumento da

resisténcia a diversos antibioticos, entre eles a ciprofloxacina e a eritromicina.

A fim de confirmar que o aumento da expressao das bombas de efluxo era responsavel
pelo aumento da extrusdao de brometo de etidio por parte das células, foi avaliada a

acumulacao deste composto na presenca de CCCP (Figura 10).
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Figura 10: Representagio grafica do efeito da adi¢cdo de CCCP (10 ug/mL) aos sete minutos na acumulacio de
brometo de etidio pelas estirpes mutantes, pelas evolugbes 8 e 9 e pela estirpe nativa (DQ40A1). (A: DQ40A1 e
mutantes TM1E, TM1F, TM1K, TM1L e TM1P; B: DQ40A1 e evolucdo 8; C: DQ40A1 e evolugdo 9). Os
resultados apresentados representam a média e erro padrio da média de, pelo menos, trés ensaios

independentes.

Pela andlise do grafico da Figura 10 pode-se observar que, apds a adi¢ao do inibidor de
bombas de efluxo, h4 um aumento brusco da acumulacdo de brometo de etidio por parte
de todas as estirpes em estudo, causado pelo bloqueio das bombas de efluxo. Este
aumento confirma que as bombas de efluxo tém um papel importante na acumulacao de
brometo de etidio, facto ja anteriormente reportado em Al. butzleri e C. jejuni (Lin et al.,

2002; Mateus et al., 2021b).

No entanto, ao contrario das restantes estirpes resistentes, na estirpe DQ40P8, o aumento
de fluorescéncia nao é tao elevado como nas restantes estirpes em estudo e, ao invés das
restantes, a emissdo de fluorescéncia diminui ao longo do restante tempo de ensaio. Este
resultado sugere que a estirpe DQ40P8 pode apresentar uma elevada expressao de
sistemas de efluxo e que a concentracdo de CCCP utilizada pode nao ter sido suficiente
para inibir o funcionamento de todas as bombas de efluxo presentes nesta estirpe.
Contudo, nao foi testada uma concentracao de CCCP mais elevada uma vez que a presenca
deste composto em concentracoes mais altas poderia levar a morte da bactéria.

Os resultados obtidos foram ainda confirmados através do método Cartwheel (Figura 11).
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Figura 11: Representacio dos resultados obtidos pelo método Cartwheel em placas de meio TSA com 2 pg/mL
BrEt ap6s 24 horas de incubacao. (A: DQ40A1; B: TM1E; C: TM1F; D: TM1K; E: TM1L; F: TM1P; G: DQ40P8;
H: DQ40P8¢; I: DQ40P8EtOH; J: DQ40P9; K: DQ40P9c; L: DQ40P9EtOH) Os resultados foram obtidos

através da visualizacdo das placas visualizadas num transiluminador (UVITEC, Reino Unido).

Observando a Figura 11, podemos verificar que ha uma correlacao direta com o observado
nos ensaios de acumulacao de BrEt, onde as estirpes que apresentaram maior acumulac¢ao

de BrEt sao as que apresentam maior fluorescéncia.

4.4.3.1. Avaliacao da expressao relativa do gene areB na evolucao 8

Uma vez que a bomba de efluxo AreABC tem demonstrado desempenhar um papel
importante na resisténcia a antibi6ticos, nomeadamente a eritromicina, fomos avaliar se o
aumento de resisténcia da evolucao 8 estaria associada ao aumento da expressao desta
bomba de efluxo. Para tal, foi determinada a expressao relativa do gene areB, que codifica
para uma proteina da membrana interna deste sistema de efluxo, através da técnica de
PCR em tempo real (qPCR). Os resultados obtidos através da aplicacdo do método AACt

encontram-se representados no grafico da Figura 12.
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Figura 12: Representacao grafica da expressao relativa do gene areB para a estirpe nativa e para as estirpes da
evolucdo 8, obtida através da aplicagdo do método AACt. Os resultados apresentados representam a média e
desvio padrao de, pelo menos, trés ensaios independentes. Os asteriscos indicam diferengas estatisticamente

significativas na comparacao da estirpe mutada com a parental; ** p < 0,01; *** p <0,001.

Através destes resultados pode-se verificar que a estirpe DQ40P8 apresentou um aumento
de cerca de 50 vezes na expressao do gene areB, quando comparada com os controlos e
estirpe nativa, podendo este aumento da expressao ser responsavel pela aquisicdo de
resisténcia a elevadas concentracoes de eritromicina. O aumento na expressao das bombas
de efluxo da familia AreABC pode ter ocorrido devido a mutagdo no gene repressor da

transcricao, areR, detetada na analise da sequenciacao completa do genoma (Anexo 1).

Em 2020, Isidro e colaboradores (Isidro et al., 2020) verificaram que diversos isolados de
Al butzleri resistentes a eritromicina possuiam a proteina reguladora da familia TetR
truncada devido a mutacGes e propuseram que essas mutacdes poderiam levar a
sobrexpressao das bombas de efluxo responsaveis pela extrusao da eritromicina. Esta
proposta foi validada por Ferreira e colaboradores (Ferreira et al., 2021), que propuseram
que a resisténcia aos macrdlidos em Al butzleri estaria associada a mutacées no gene
areR que conduziriam, por sua vez, ao aparecimento de formas truncadas deste repressor
da transcricao. Mutacoes nos reguladores da transcricao foram anteriormente associadas
ao aumento da expressao de bombas de efluxo em Al butzleri e C. jejuni, podendo assim

apoiar os resultados obtidos (Ferreira et al., 2021; Li et al., 2015).
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Através da sequenciacao do genoma da estirpe DQ40P8, para além da alteracao no gene
areR, também foram observadas mutacOes pontuais nos genes que codificam para as
proteinas ribossomais L4 e L22, o que pode estar associado ao elevado nivel de resisténcia
a eritromicina verificado para esta estirpe. Esta observacao esta em linha com o descrito
para C. jejuni e C. coli, onde, para além do aumento da expressao das bombas de efluxo, a
resisténcia a macroélidos esta também associada a mutagdes nas proteinas ribossomais L4
e L22, que s3o responsaveis pela diminui¢do da afinidade dos macrolidos ao local de
ligacdo. Existe um estudo que descreve que mutacgoes nestas proteinas ribossomais podem
atuar em sinergia com as bombas de efluxo para conferir resisténcia a esta classe de

antibioticos (Cagliero et al., 2006).

4.4.4. Avaliacao da resisténcia ao stress oxidativo de Aliarcobacter butzleri

O oxigénio é uma espécie quimica reativa que quando nado é reduzido na totalidade
durante a respiracao produz espécies reativas de oxigénio (ROS do inglés reactive oxygen
species) como por exemplo o perdxido de hidrogénio (H-0O.), o radical hidroxil (*OH) e o
aniao superoxido (0.*") (Kashef & Hamblin, 2017). A acumulacao destas ROS no interior
das células bacterianas provocam danos no DNA, oxidacao de acidos gordos e lipidos e dos
aminoacidos das proteinas, e a este conjunto de efeitos adversos é dado o nome de stress
oxidativo (Hong, 2010). Devido a isto, as bactérias que crescem na presenca de oxigénio
sofrem adaptacgoes para se protegerem do ataque feito pelas ROS, produzindo enzimas de
desintoxicacdo oxidante como a super6xido dismutase, catalase e alquilhidroper6xido
redutase (Flint et al., 2016). Nos tltimos anos, alguns estudos tém vindo a associar a
exposicao a antibidticos com o aumento da producao de ROS e consequentemente com o
aumento do stress oxidativo que estd associado aos efeitos letais dos agentes
antimicrobianos, sendo que alguns consideram que as respostas ao stress oxidativo podem
contribuir para a resisténcia a antibioticos (Dwyer et al., 2009; Ferreira et al., 2018; Poole,

2012).

Devido a isto, e a fim de verificar se a aquisicdo espontanea de resisténcia (Figura 13) e a
inducao de elevados niveis de resisténcia in vitro a eritromicina (Figura 14) afetavam a
capacidade de sobrevivéncia das estirpes de Al. butzleri ao stress oxidativo, procedeu-se a
avaliacao da resisténcia ao stress oxidativo produzido pelo H.O,, um composto capaz de
produzir o radical hidroéxilo e pelo metil de viologénio, um gerador do superéxido, ou seja,
compostos que ativam duas diferentes vias de desintoxicacdo nas células bacterianas

(Comtois et al., 2003).
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Figura 13: Representacio grafica das zonas de inibi¢io para as estirpes de Al butzleri resistentes e nativa, na
presenca de diferentes concentracgoes de peroxido de hidrogénio (A: 3% de perdxido de hidrogénio; B: 10% de
peréxido de hidrogénio; C: 30% de perdxido de hidrogénio e de D: Metil de viologénio (a 125 mM)). Os dados
representados sao referentes a média e desvio padrao de, pelo menos, trés ensaios independentes. A anélise

estatistica realizada pelo teste one-way ANOVA.
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Figura 14: Representacdo grafica das zonas de inibigdo para as evolugdes 8 e 9 e da estirpe nativa DQ40A1, na
presenca de diferentes concentracoes de perdxido de hidrogénio (A: 3% de per6xido de hidrogénio; B: 10% de
per6xido de hidrogénio; C: 30% de perbdxido de hidrogénio; D: Metil viologénio a 125 mM). Os dados
representados sao referentes a média e desvio padrao de, pelo menos, trés ensaios independentes. A analise

estatistica realizada pelo teste one-way ANOVA.

Através da analise dos resultados obtidos pode-se verificar que nao existiram diferencas
significativas nas zonas de inibicdo em nenhuma das condicoOes testadas, o que significa
que a aquisicao de resisténcia a eritromicina, nao afetou a capacidade das estirpes
sobreviverem ao stress oxidativo provocado tanto pelo H.O. como pelo metil de
viologénio.

Os resultados obtidos sao idénticos aos apresentados por Ferreira e colaboradores num

estudo onde foi testada a sobrevivéncia de estirpes de Al butzleri, resistentes e suscetiveis
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a ciprofloxacina, na presenca de H.O., durante 5 minutos, no qual nao se verificaram

alteracdes significativas na sobrevivéncia das estirpes (Ferreira et al., 2018).

Em relacao a evolucao 8, tendo em consideragdo o aumento de expressao do gene areB,
demonstrado pela estirpe DQ40P8, seria de esperar que existisse um aumento da
resisténcia ao stress oxidativo uma vez que existem estudos que sugerem que exista uma
associacdo entre a presenca de bombas de efluxo e a resisténcia a compostos indutores de
stress oxidativo (Bogomolnaya et al., 2013; Jeon et al.,, 2011; Mateus et al., 2021b).
Contudo, outros estudos sugerem que nem todos os sistemas de efluxo estao envolvidos na
extrusao destes compostos, como é o caso de um estudo realizado em Al butzleri no qual
se tentou avaliar o papel das bombas de efluxo AreABC, AreDEF e AreGHI, na extrusao de
compostos indutores de stress oxidativo. O estudo referido concluiu que, dois dos trés
mutantes testados, os que possuiam o gene areB e areG inativados, nao demonstraram
diferencas significativas na resisténcia ao stress oxidativo, quando comparados com a
estirpe parental. Além disso, apenas a estirpe mutante que possuia o gene areE inativado,
apresentava uma diminuicao da resisténcia ao stress oxidativo provocado pelo H.O. (3% e

30%) (Mateus et al., 2021Db).

A semelhanca do que foi verificado na presenca de H,O. (125 mM), as estirpes resistentes
a eritromicina também ndo demonstraram diferencas significativas na resisténcia ao
stress oxidativo provocado pelo metil de viologénio. Em Salmonella enterica, foi
observado que o aumento da expressio da bomba de efluxo MdsABC, pertencente a
familia RND, conduzia a um aumento da resisténcia ao stress induzido por metil de
viologénio nas diversas concentracoes testadas ( Song et al.,, 2015). No entanto,
considerando o trabalho de Mateus e colaboradores em Al. butzleri, nao se verificaram
diferencas significativas na resisténcia ao stress provocado por este composto e a
inativacao das bombas de efluxo AreABC, AreDEF e AreGHI (Mateus et al., 2021b),
validando que a sobreexpressao do sistema AreABC nao tenha levado a uma modificagao
na suscetibilidade das estirpes ao metil de viologénio. Com base no resultado do nosso
estudo e noutros, serdo necessarios mais estudos de modo a esclarecer quais os
mecanismos que estdo associados a resisténcia ao stress oxidativo induzido por metil de

viologénio em Al butzleri.
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4.5. Avaliacao da robustez de estirpes de Aliarcobacter
butzleri apds aquisicao espontanea e inducao de resisténcia

in vitro a eritromicina

Estudos sugerem que a aquisicao de resisténcia a antibio6ticos pode levar ao aparecimento
de mutagOes que sao muitas vezes associadas a custos de adaptacao, quando se compara
as estirpes resistentes com as estirpes parentais. Contudo, esses custos de adaptacao
podem ser atenuados por mutagoes compensatoérias (Melnyk et al., 2015; Ferreira et al.,
2018). Devido a isto, foram realizados diversos ensaios a fim de avaliar de que forma os
diferentes graus de resisténcia a eritromicina modificavam a robustez das estirpes de AL

butzleri.

4.5.1. Avaliacdo da motilidade

O facto de Al butzleri possuir um flagelo confere a esta bactéria motilidade, carateristica
que podera estar associada ao processo de colonizacdo em Al butzleri, sendo por isso
associada a patogenicidade da bactéria (Chaban et al., 2015; Ferreira et al., 2018; Lin et
al.,, 2003). Uma vez que a aquisicdo de resisténcia a antibiéticos pode levar a uma
alteracao na capacidade de movimento das estirpes em estudo, foi efetuada a avaliacao da
motilidade da estirpe nativa, DQ40A1, das estirpes TM1 e das evolucoes 8 e 9, a fim de
verificar se a aquisicdo de resisténcia a eritromicina tinha efeitos na viruléncia das
estirpes. Para tal, avaliou-se o halo de motilidade de cada estirpe apdés 48 horas de
incubacdo e as médias dos resultados obtidos apds, pelo menos, trés ensaios

independentes estao esquematizados na Figura 15 e na Figura 16.
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Figura 15: Representacao grafica do halo de motilidade (em mm) da estirpe nativa DQ40A1 e das estirpes
resistentes TM1E, TM1F, TM1K, TM1L e TM1P, as 48 horas de incubagdo. Os valores apresentados
correspondem a média e desvio padrao de, pelo menos, trés ensaios independentes. Os resultados foram

analisados usando o teste one-way ANOVA. Colunas marcadas com letras diferentes eram significativamente
diferentes (p < 0,05).
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Figura 16: Representacdo grafica do halo de motilidade (em mm) da estirpe nativa DQ40A1 e das trés estirpes
que integram as evolucoes 8 e 9 ap6s 48 horas de incubagio. A: evolucgio 8 e estirpe nativa; b: evolugio 9 e
estirpe nativa. Os valores apresentados correspondem a média e desvio padrao de, pelo menos, trés ensaios
independentes. Os resultados foram analisados usando o teste one-way ANOVA. Os asteriscos indicam

diferencas estatisticamente significativas na comparacio entre as estirpes; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001.
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A partir da anélise dos resultados obtidos (Figura 15), pode-se observar que, no geral,
todas as estirpes sofreram uma diminuicdao significativa na motilidade em relacdao a
DQ40A1, com excecao da estirpe TM1P (8ug/ml). As estirpes TM1K (16ug/ml) e TM1L
(8ug/ml) foram as estirpes onde a reducao da motilidade foi mais acentuada, sendo que
esse valor passou de 34,2 mm, valor da motilidade da estirpe nativa, para 19,6 mm e 17,0
mm, respetivamente. Tais valores representam uma reducdo entre 1,7 - 2 vezes na

motilidade destas estirpes.

No que diz respeito as evolucoes 8 e 9 (Figura 16), analisando os resultados obtidos, a
semelhanca do que foi verificado nas estirpes TM1, pode-se verificar que as estirpes de
ambas as evolu¢oes demonstraram uma diminui¢do da motilidade, a excecdo da estirpe
DQ40P9EtOH que apresentou um ligeiro aumento da motilidade em relagcdo 4 estirpe
nativa, no entanto esse aumento nao foi significativo. Em relacdo as duas estirpes
altamente resistentes, foi possivel observar que, a estirpe DQ40P8 foi a que apresentou
uma maior reducao da motilidade, cerca de 3,2 vezes, quando comparada com a estirpe
nativa, enquanto a estirpe DQ40P9 apresentou uma reducao da motilidade de cerca de 1,3
vezes, quando comparada com a estirpe nativa, apresentando valores semelhantes aos
obtidos para as estirpes TM1E e TM1F e também para as duas estirpes controlo da
evolucdo 8 e a estirpe Dqq0Pgc. Esta diferenca observada entre a estirpe DQ40P8 e a

DQ40P9 pode ser explicada pelo aparecimento de mutagoes.

Os resultados obtidos nestes ensaios estao de acordo com os observados num estudo que
avaliou o efeito da resisténcia a macrélidos em C. jejuni, no qual se verificou uma
diminuicao significativa da motilidade das estirpes resistentes aos trés macrélidos em
estudo em relacdo a estirpe nativa. Este estudo concluiu que a alteracdo da motilidade das
estirpes nao estava associada a nenhuma mutacao nos locais de acao dos macroélidos, mas
sim que o proprio agente antimicrobiano provocava alteragdes fenotipicas nas estirpes
(Almofti et al., 2011). Outros dois estudos, no qual foi avaliada a motilidade de estirpes de
C. jejuni e de P. aeroginosa resistentes a macrolidos e fluoroquinolonas, concluiram que a
aquisicao de resisténcia a estes antibioticos levava a uma diminuicdo da motilidade das

estirpes (Zeitouni et al., 2013).

Deste modo, os resultados obtidos sugerem que a aquisicao de resisténcia a eritromicina
pode causar mutacoes que levam a que haja um custo de adaptacao para as estirpes
resistentes ou somente uma alteracdo fenotipica que seja responsavel por esta
caracteristica, fazendo com que estas diminuam algumas das suas capacidades como é o
caso da motilidade (Melnyk et al., 2015). Contudo, nao foi possivel observar uma relacao

direta entre o aumento da CMI para a eritromicina e a diminuicdo da motilidade.
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4.5.2. Avaliacao da formacao de biofilme

Os biofilmes sao conjuntos de células microbianas que estao associadas a uma superficie
de forma irreversivel formando uma matriz protetora, facilitando a sobrevivéncia,
resisténcia e disseminacdo pelo meio ambiente, e tornando mais dificil a desinfeciao de
superficies, tendo por isso, um papel importante na patogenicidade das bactérias (Donlan,

2002; Ferreira et al., 2018; Kjeldgaard et al., 2009).

Com o intuito de avaliar o efeito da aquisicao de resisténcia a eritromicina na formacao de
biofilme procedeu-se a analise da capacidade de formacao de biofilme pelas estirpes de AL
butzleri em estudo. Os resultados obtidos a partir da leitura da absorvancia a 570 nm de,

pelo menos, trés ensaios independentes estao representados nas Figuras 17 e 18.
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Figura 17: Representagdo grafica da formacio de biofilme, obtida pela leitura da absorvancia a 570 nm da
estirpe nativa DQ40A1 e das estirpes resistentes TM1E, TM1F, TM1K, TM1L e TM1P, as 48 horas de incubacao.
Os valores apresentados correspondem a média e erro padrdo da média de pelo menos, trés ensaios
independentes. Os resultados foram analisados usando o teste one-way ANOVA. Colunas marcadas com letras

diferentes apresentaram diferencas significativas (p < 0,05).
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Figura 18: Representacdo grafica da formacao de biofilme, obtida pela leitura da absorvancia a 570 nm da
estirpe nativa DQ40A1 e das trés estirpes que integram as evolucoes 8 e 9 apds 48 horas de incubacao. A:
evolucdo 8 e estirpe nativa; B: evolucio 9 e estirpe nativa. Os valores apresentados correspondem a média e
erro padrao da média de, pelo menos, trés ensaios independentes. Os resultados foram analisados usando o
teste one-way ANOVA. Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas na comparacao entre

as estirpes; * p < 0,05; ** p < 0,01.

Usando o método de classificagdo descrito por Stepanovic (2007) (Stepanovic et al.,
2007), todas as estirpes analisadas sao fortes formadoras de biofilme. No entanto, ao
comparar a capacidade de formacao de biofilme da estirpe nativa com as estirpes TM1
(Figura 17), pode-se observar que todas sofreram uma diminuicdo significativa da
capacidade de formacado de biofilme, a excecao da estirpe TM1P que nao apresentou

alteracdo significativa.

Em relacdo as estirpes das evolugoes 8 e 9 (Figura 18), a anélise dos resultados mostrou
que ambas as estirpes altamente resistentes apresentaram uma reducao da capacidade de
formacdo de biofilme, sendo que apenas a estirpe DQ40P9 apresentou uma diminuicao
significativa quando comparada com a estirpe nativa. Em relacdo as estirpes controlo de
ambas as populacgoes, foi possivel observar uma ligeira diminui¢do da capacidade de
formacao de biofilme na maioria das estirpes, sendo que a estirpe DQ40P8EtOH foi a
Unica a apresentar uma alteracao significativa (p < 0,05) quando comparada com a estirpe
nativa. Esta diminuicdo acentuada demonstrada pela estirpe DQ40P8EtOH pode ser
devida a mutacoes induzidas pela exposicao ao etanol que levaram a que, na auséncia
desta substancia, a estirpe em questao fique em desvantagem quando comparada com

estirpes nao expostas, apresentando assim uma menor producao de biofilme (Blanco et al.,
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2019). Apesar das alteracoes verificadas, nao foi possivel encontrar uma associagao entre o
aumento da CMI para a eritromicina com a alteracdo da capacidade de formacao de

biofilme.

Os resultados obtidos estao de acordo com o apresentado por um estudo realizado com
isolados de A. baumannii onde foi reportado que estirpes com resisténcia a antibi6ticos
eram formadoras de biofilme mais fracas do que estirpes nao resistentes (Qi et al., 2016).
No entanto, outros estudos apresentaram resultados diferentes nomeadamente, um
estudo realizado com isolados de Al butzleri no qual, estirpes com maior CMI para a
eritromicina e para a ciprofloxacina, demonstrando maior capacidade de formacao de
biofilme (Ferreira, Queiroz, et al., 2014) ou similarmente em estirpes de C. jejuni,
resistentes a ciprofloxacina (quatro estirpes) e ao acido nalidixico (quatro estirpes), no
qual foi possivel observar um aumento da capacidade de formacao de biofilme em todas as
estirpes resistentes testadas (Whelan et al., 2019). Existem ainda estudos que nao
reportaram nenhuma alteracdo na capacidade de formacao de biofilme como um estudo,
no qual foram avaliadas as diferencas na formacao de biofilme entre estirpes de AL
butzleri resistentes e suscetiveis a ciprofloxacina, onde nao se verificaram alteracoes
significativas, sendo sugerido que a aquisicao de resisténcia a ciprofloxacina podia ser

compensada com mutacdes adaptativas (Ferreira et al., 2018).

Em suma, os resultados obtidos no nosso estudo sugerem que algumas das estirpes em
estudo podem ter sofrido mutagdes que alteraram as func¢des da membrana celular,
nomeadamente a capacidade de adesdo, o que pode ter conduzido a diminuicao da
formacao de biofilme por uma diminuicao da adesao inicial (Yoon et al., 2015). No entanto
mais estudos seriam necessarios para compreender melhor a correlacao entre a aquisicao

de resisténcia a eritromicina e a capacidade de formacao de biofilme.

4.5.3. Avaliacao da sobrevivéncia em modelos alimentares

Como referido anteriormente, Al. butzleri é um patégeno encontrado frequentemente em
alimentos como frango, legumes e produtos lacteos. Deste modo, para avaliar se isolados
de Al butzleri resistentes a eritromicina possuem alguma alteracdo que favoreca o
crescimento destas nos alimentos, mesmo que estes se encontrem nas condi¢Oes naturais
de refrigeracdo, foi avaliada a sobrevivéncia das estirpes em estudo em quatro modelos
alimentares, leite magro, leite gordo, suco de alface e suco de frango, armazenados a 4 °C
durante 14 dias e os resultados foram comparados com a estirpe nativa. Este ponto pode
ser relevante para avaliar se esta capacidade de sobrevivéncia pode justificar a baixa taxa

de isolamento de estirpes de A. butzleri com elevados niveis de resisténcia a eritromicina a

partir de amostras de varios ambientes.
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Figura 19: Representacio grafica da sobrevivéncia das estirpes em quatro modelos alimentares conservados a
4 °C durante 14 dias A: Sobrevivéncia em leite magro; B: Sobrevivéncia em leite gordo; C: Sobrevivéncia em
suco de frango; D: sobrevivéncia em suco de alface. A linha a tracejado representa o limite de detecao do
ensaio. Os dados representados sido referentes a média e erro padrao da média de, pelo menos, dois ensaios

independentes. A anélise dos graficos foi efetuada pelo teste estatistico two-way ANOVA.
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Figura 20: Representacio grafica da sobrevivéncia das estirpes da evolucao 8, da evolucido 9 e da estirpe nativa

em quatro modelos alimentares, conservados a 4 °C durante 14 dias. Evolugdo 8: A: Sobrevivéncia em leite

magro; B: Sobrevivéncia em leite gordo; C: Sobrevivéncia em suco de alface; D: sobrevivéncia em suco de

frango. Evolucao 9: E: Sobrevivéncia em leite magro; F: Sobrevivéncia em leite gordo; K: Sobrevivéncia em

suco de alface; L: Sobrevivéncia em suco de frango. A linha a tracejado representa o limite de detecdo do

ensaio. Os dados representados sdo referentes a média e erro padrao da média de, pelo menos, 2 ensaios

independentes. A anélise dos graficos foi efetuada pelo teste estatistico fiwvo-way ANOVA.

No geral, os modelos alimentares nos quais as estirpes de Al butzleri apresentaram

melhor capacidade de sobrevivéncia foram o modelo de leite magro (Figura 19A, 20A e
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20E) e o de leite gordo (Figura 19B, 20B e 20F) sendo que, ao longo dos 14 dias de ensaio,
o perfil de sobrevivéncia das estirpes resistentes foi idéntico ao perfil da estirpe nativa.
Resultados idénticos foram reportados em 2014, num estudo que relevou que Al. butzleri
foi capaz de sobreviver durante 6 dias em leite ultrapasteurizado armazenado a 4 °C no
entanto, a semelhanca do que se verificou no nosso estudo, a esta temperatura Al. butzleri

nao apresentou crescimento ao longo do tempo (Giacometti et al., 2014).

Em relacao a inoculacao das estirpes em suco de alface iceberg, foi possivel observar que a
partir do segundo dia de ensaio apenas foi possivel detetar colonias de uma das estirpes
em estudo, sendo que as restantes ja nao apresentavam crescimento detetavel pelo método
utilizado (Figura 19C, 20C e 20K). Embora a estirpe resistente, DQ40P8 fosse a tinica a
sobreviver apos dois dias do inicio do ensaio, a diferenca entre ela e as restantes estirpes
nao se mostrou significativa. Anteriormente, ja se tinha verificado a dificuldade de
sobrevivéncia desta bactéria em alimentos de origem vegetal, sendo que trés estirpes de
Al butzleri deixaram de ser detetadas 24 ou 48 horas apo6s o inicio do ensaio em puré de
maca e pera (Lee & Choi, 2013). Um outro estudo também realizado em Al butzleri que
usou alface iceberg como modelo alimentar reportou que apos 24 horas de ensaio ocorreu

uma diminuicao consideravel das UFC/mL desta bactéria (Batista, 2020).

No que diz respeito a sobrevivéncia das estirpes em suco de frango (Figuras 19D, 20D e
20L) é possivel observar que ao longo dos 14 dias de ensaio todas as estirpes em estudo
apresentam uma ligeira diminuicdo das UFC/mL. Apesar de o perfil apresentado pelas
estirpes ser praticamente idéntico ao longo de todo o ensaio, no dia dois existe uma
diferenca estatistica (p < 0,05) entre o perfil de sobrevivéncia da estirpe DQ40P8 e o da
DQ40A1, uma vez que a estirpe altamente resistente a eritromicina apresenta um ntimero
de UFC/mL superior ao apresentado pela estirpe nativa. Um perfil similar de
sobrevivéncia de Al butzleri em frango foi descrito anteriormente num estudo que utilizou
frango como modelo alimentar para avaliar a resisténcia de Al butzleri a baixas
temperaturas, no qual foi possivel detetar uma diminui¢do na concentragdo da bactéria 3
dias apo6s o inicio do ensaio no entanto, 9 dias depois ainda era possivel detetar a presenca
de Al butzleri no modelo alimentar armazenado a 4 °C (Badilla-Ramirez et al., 2016). A
partir destes resultados concluimos que Al butzleri é capaz de sobreviver em condicoes de
armazenamento natural do frango. Um dos factos que pode contribuir para esta
sobrevivéncia sao os nutrientes constituintes do frango que conferem protecao a bactéria
no entanto, o decréscimo observado na concentracao das bactérias em estudo pode ser
explicado pelo consumo de nutrientes presentes no meio e pela acumulacdo de

metabolitos ao longo do ensaio (Badilla-Ramirez et al., 2016; Birk et al., 2004).

71



Em suma, ap6s a analise das estirpes em estudo, podemos verificar que a inducao de
resisténcia a eritromicina nao teve efeitos significativos na sobrevivéncia das estirpes nos
modelos alimentares testados, ndo se apresentando como uma justificacdo para a baixa
frequéncia de isolamento de Al. butzleri com elevados niveis de resisténcia. No entanto,
ainda existe um ntmero muito reduzido de estudos que relacionam a resisténcia a
antibidticos e a sobrevivéncia de bactérias em modelos alimentares nas condi¢oes normais
de armazenamento. Por este motivo, mais estudos sdo necessario para entender
completamente a correlacio entre o aumento da resisténcia a antibidticos e a

sobrevivéncia das estirpes em matrizes alimentares.
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Capitulo 5: Conclusoes

Aliarcobacter butzleri é uma espécie pertencente ao género Aliarcobacter, que se
encontra atualmente inserida na familia Arcobactereaceae, e na ordem
Campylobacterales. Esta bactéria encontra-se vastamente distribuida pelo meio
ambiente, estando associada a enterites, bacteremias e septicemias em humanos, sendo
que o consumo de agua ou alimentos contaminados se apresentam como as principais
potenciais vias de transmissdo. Apesar de as doencas provocadas por esta espécie serem
normalmente autolimitadas, perante situacoes de sintomatologia persistente a utilizagao
de antibidticos é aconselhada, sendo os macrélidos uma classe que tem sido apontada
como recomendada. Nos ultimos anos tem-se verificado o aparecimento de uma
frequéncia baixa a moderada de resisténcia a eritromicina, contudo existe um défice de
informacao em relacao aos mecanismos envolvidos na aquisicao de resisténcia, sendo que,
até ao momento, apenas foi apontado que a resisténcia de Al butzleri a macrolidos estara
associada a mutacOes no gene repressor da transcricao areR, que afeta a expressao da
bomba de efluxo AreABC.

Assim, neste trabalho, foi inicialmente foi determinada a frequéncia de mutagao
espontanea de trés estirpes, a estirpe nativa (DQ40A1) e dois mutantes (DQ40A1AareB e
DQ40A1_trunc_areR) e os resultados obtidos sugerem que o aumento de expressao do
sistema de efluxo Are ABC pode aumentar a frequéncia de mutacao nesta espécie. Quando
se avaliou a taxa de mutacao espontanea da estirpe nativa de Al butzleri, através de um
ensaio de flutuacao, foi possivel classificar a estirpe nativa de Al. butzleri como fracamente
hipermutavel para a eritromicina. No caso de se proceder a inducdo de elevados niveis de
resisténcia a eritromicina in vitro, através da exposicdo a concentracoes crescente de
antibi6tico durante, aproximadamente 25 dias, foi possivel obter trés evolucoes de estirpes
altamente resistentes a eritromicina, onde este perfil de elevada resisténcia se manteve
estavel em duas das evolugoes 8 e 9, que apresentaram CMI de 256 pug/mL e 512 pg/mL,
respetivamente.

Com este trabalho foi possivel observar que, na auséncia de antibidtico, as estirpes
resistentes a eritromicina, provenientes do ensaio de flutuacio e da evolucao de
resisténcia in vitro a este agente antimicrobiano, demonstraram que a aquisicao de
resisténcia ao mesmo pode ter custos de adaptacao para as bactérias que levam a
alteracoes no perfil de crescimento das mesmas, contudo esses custos podem ser
diminuidos pelo possivel aparecimento de mutacoes compensatoérias. Neste trabalho, foi
possivel verificar que, quando na presenca de eritromicina, todas as estirpes resistentes

apresentaram uma maior capacidade de crescimento na presenca de antibiotico. Através
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da determinacgdo de desenvolvimento de resisténcias cruzadas foi possivel concluir que a
aquisicao de resisténcia a eritromicina provocava também alteracdes na suscetibilidade
das estirpes a tetraciclina e a ciprofloxacina sendo essas alteracGes mais visiveis nas
estirpes das evolucoes 8 e 9, uma vez que estas passam por um processo de aquisicao de
resisténcia mais prolongado. Estes perfis fenotipicos de diminuicao de suscetibilidade a
antibidticos podem estar correlacionados com um aumento de expressao dos sistemas de
efluxo, dado que as estirpes resistentes apresentavam uma diminuicao de acumulacao de
BrEt. De facto, no caso das estirpes da evolucao 8, verificou-se que a DQ40P8 apresentava
um aumento de cerca de 50 vezes na expressao do gene areB, associando a um aumento
da expressao dos sistemas de efluxo AreABC. Este resultado pode ser explicado pela
mutacdo no gene repressor da transcricao, areR, detetada na analise da sequenciacgao
completa do genoma. Para além desta mutacao, a sequenciacao completa do genoma da
estirpe DQ40P8 também levou a identificacdo de mutacbes pontuais nos genes que
codificam para as proteinas ribossomais L4 e L22, que podem estar associadas a este
elevado nivel de resisténcia a eritromicina.

Quando se avaliou a influéncia da aquisicao de resisténcia a eritromicina na robustez das
estirpes verificou-se que houve custos de adaptacao para as estirpes em estudo, o que
levou a uma diminuicdo da motilidade e da capacidade de formacdo de biofilme, no
entanto nao foi possivel observar uma correlacao direta entre o aumento da CMI para a
eritromicina e a diminuicao de robustez. No que diz respeito a sobrevivéncia em modelos
alimentares, ndo se verificaram alteracgoes significativas na capacidade de sobrevivéncia de
nenhuma das estirpes em estudo nos modelos alimentares testados.

Em suma, com este trabalho foi possivel verificar que os sistemas de efluxo podem ter um
papel determinante na aquisicdo de resisténcia a eritromicina e que, a diminui¢do da
suscetibilidade a alguns agentes antimicrobianos e a diminuicdo da robustez apresentada
pelas estirpes resistentes podera estar associada ao facto de ndo se encontrarem no meio

ambiente estirpes com elevados niveis de resisténcia a eritromicina.
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Capitulo 6: Perspetivas futuras

Tendo em consideracio a importancia do estudo dos mecanismos de resisténcia
associados a Al. butzleri e o papel que os sistemas de efluxo parecem ter na aquisicao de
resisténcia a eritromicina nesta espécie, sera relevante aprofundar o papel das bombas de
efluxo AreABC na aquisicao de resisténcia aos macrolidos através da realizacao de mais

estudos complementares aos efetuados neste trabalho, nomeadamente:
e Avaliar a expressdo da bomba de efluxo AreABC em mutantes provenientes dos
ensaios de flutuacao, de modo a confirmar o papel deste sistema na resisténcia a

macrolidos.

e Avaliar quais os efeitos que a exposicao continuada a concentragoes crescente de

etanol pode ter na expressao dos sistemas de efluxo.

e Efetuar a sequenciacdo completa do genoma das restantes estirpes usadas neste

estudo.
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Anexo I

Analise de snippy da sequenciacdo completa do genoma da estirpe nativa, DQ40A1 e de uma estirpe com elevada resistente a eritromicina,

DQ40P8.
CHROM POS TYPE REF ALT | EVIDENCE | FTYPE | STRAND NT_POS | AA_POS EFFECT PRODUCT
. . _ synonymous_variant Methyltransferase
28197.58 | 44944 snp A G G:109 A:0 CDS 726/990 242/329 ¢.726T>C p.ASp242Asp type 12
Oligopeptide ABC
transporter,
. . missense_variant c¢.862T>G periplasmic
28197.58 | 357337 snp T G G:153 T:2 CDS + 862/1551 288/516 p.Tyr288Asp oligopeptide-binding
protein OppA (TC
3.A.1.5.1)
. . synonymous_ variant Cysteine synthase
28197.58 | 623538 snp A G G:104 A:2 CDS + 84/933 28/310 ¢.84A>G p.Ala28Ala (EC 2.5.1.47)
. . ) missense_variant c.1045T>A FIGo0388051:
28197.58 | 660590 | snp A T T:171 A1 CDS 1045/1938 | 349/645 p.Leu3qoMet hypothetical protein
T:155 frameshift_variant Transcriptional
28197.58 | 683144 | del | TCAATAGGTGGA T TCAATAGG | CDS + 119/540 40/179 | c.119_129delCAATAGGTG | regulator, TetR
TGGA:0 GA p.Sergofs family
. . missense_variant ¢.347C>A | Chemotaxis protein
28197.58 | 1021197 | snp C A A:156 C:0 CDS + 347/690 116/229 pAla116Glu CheD
conservative_inframe_inserti
28197.58 | 1116091 ins A AATC | AATC:141 A:0 CDS - 177/594 59/197 on c.175_177dupGAT hypothetical protein
p.Asp59dup
Methyl-accepting
stop_lost&splice_region_vari | chemotaxis protein I
28197.58 | 1141419 snp A C C:98 A:1 CDS - 1579/1581 | 527/526 ant c.1579T>G (serine
p-Ter527Glyext*? chemoreceptor
protein)
C:82 conservative_inframe_de
. letion LSU ribosomal
28197.58 | 1708810 | del CGGTGGTGGT C CG((}}’!‘F(.}(()}TG CDS + 169/612 57/203 ¢.169_177delGGTGGTGG | protein Lgp (Lie)
) T p.Glys57_Glys9del
281 8 | 171091 sn C T T:133 C:0 CDS + 251/ 84/110 missense_variant LS:(J)tIZ})r? i(::al
97.5 710913 P 133 C: 51/333 4 ¢.251C>T p.Ala84Val p (Live) 1Y

o1




fasta_re

intragenic_variant

28197.58 | 1753503 snp T C C:168T:6 cord 1.1753503T>C
. . fasta_re intragenic_variant
28197.58 | 1753520 | snp A C C:169 A3 cord N.1753520A>C
. . fasta_re intragenic_variant
28197.58 | 1829442 | snp A T T:34 A:0 cord 1.1820442A>T
. . fasta_re intragenic_variant
28197.58 | 1842723 | snp G C C:127G:0 cord 1.1842723G>C
conservative_inframe_inserti | DNA-directed RNA
28197.58 | 1915622 ins G GAAT | GAAT:91 G:0 CDS 661/999 221/332 on ¢.659_661dupATT polymerase alpha
p.Tyr220dup subunit (EC 2.7.7.6)
o fasta_re intragenic_variant
28197.58 | 2042849 | snp T A A:15T:0 cord 1.2042849T>A
. . fasta_re intragenic_variant
28197.58 | 2042856 | snp A C C:24 A:0 cord 1.2042856A5C
) . . missense_variant c.13G>T putative DNA-
28197.58 | 2042885 | snp G T T:40 G:0 CDS 13/300 mai/99 D ASp5Tyr binding protein
. . fasta_re intragenic_variant
28197.58 | 2080409 | snp G A A:19 G0 cord 1.2080409G>A
. . fasta_re intragenic_variant
28197.58 | 2127484 | snp T A A:13T:0 cord 1.2127484T>A
. . fasta_re intergenic_region
28197.58 | 2234289 | snp C T T:48 C:0 cord 1.2534289C>T
Methyl-accepting
missense_variant ¢.586T>G chemotaxis protein I
28197.58 | 2286559 | snp T G G:125T:0 CDS 586/1131 196/376 — D (serine
p.Phe1g6Val
chemoreceptor
protein)
. . fasta_re intergenic_region
28197.58 | 2298417 | snp A G G:43 A0 cord 1.2208417A>G

Analise especifica do 23S rRNA: Na zona das mutacoes tipicas do dominio V do 23S, juntos aos 2 A existem 406 reads que alinham nesta zona. Entao, no primeiro A que aparece a
bold, ha 4 reads que tém a letra C, o que é menos de 1% (4/406); No segundo A que aparece a bold, ha 4 reads que tém a letra T (4/406) e 1 read que tem a letra C (1/406). Como esta
abaixo de 1% n@o me parece que tenha significado.
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Anexo I1

Apresentacdo de parte do presente trabalho no XVI Annual CICS-UBI Symposium

realizado na Covilha, sob a forma de apresentacdo de poster.
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