UNIVERSIDADE FEDERAL DE QBERLANDM ]
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

ROSANNE APARECIDA CAPANEMA RIBEIRO

Transferéncia do gene blarem entre Salmonella e Escherichia coli em
condi¢des de beneficiamento de produtos de origem animal: influéncia
de um complexo de cobre

UBERLANDIA
2023



ROSANNE APARECIDA CAPANEMA RIBERIO

Transferéncia do gene blarem entre Salmonella e Escherichia coli em condicoes
de beneficiamento de produtos de origem animal: influéncia de um complexo
de cobre

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos- Graduagdo
em Ciéncias Veterinarias, da Faculdade de Medicina
Veterinaria, da Universidade Federal de Uberlandia,
como requisito parcial para obtengo do titulo de Mestre
em Ciéncias Veterinarias.

Area de concentragio: Investigacio Etiologica
Orientador: Prof*. Dr?. Daise Aparecida Rossi

Co-orientador: Prof*. Dr*. Aline Diniz Cabral

UBERLANDIA
2023



Ficha Catalografica Online do Sistema de Biblictecas da UFU
com dados informados pelofa) praprioc{a) autor{a).

Ra54
2025

Ribeiro, Rosanne Aparecida Capanema, 1994-

Transferéncia do gene blaTEM entre Salmonella e
Escherichia coli em condigdes de beneficiamento de
produtos de origem animal: influéncia de um complexo de
cobre [recurso eletrénico] / Rosanne Aparecida Capanema
Ribeiro. - 2023

Orientador: Daise Aparecida Rossi .

Coorientador: Aline Diniz Cabral.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Faderal de
Uberiandia, Pdg-graduagdo em Ciéncias Yeterinarias.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: hitp:/{doi org/10.143893/ufu. di 2025 40

Inclui bibliografia.

1. Yeteninaria. |. , Daise Aparecida Rossi 1963,
{Orient.}. Il. Cabral, Aline Diniz,1981-, {Coonient.}.
Il Universidade Federal de Uberdandia. Pds-graduacio
em Ciéncias Veterinarias. IV, Titulo.

CDU: 8149

Bibliotecdrios responsaveis pela estrutura de acordo com o AACRZ:
Gizele Cristine Nunes do Couto - CRBEE/2091
MNelson Marcos Ferreira - CREG/3074



http://doi.org/l0.14393/ijfu.di.2023.40

SEI/UFU - 4166073 - Ata de Defesa - Pos-Graduagao https://www.sei.ufu.br/sei/controlador.php?acao=documento _imprimir...

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Secretaria da Coordenacao do Programa de Pds-Graduacao em Ciéncias

Veterinarias
BR 050, Km 78, Campus Gldria, Uberlandia-MG, CEP 38400-902
Telefone: (34) 2512-6811 - www.ppgcv.famev.ufu.br - mesvet@ufu.br

D

ATA DE DEFESA - POS-GRADUACAO

Programa de

Pés-Graduagdo | CIENCIAS VETERINARIAS

em:

Defesa de: DISSERTACAO DE MESTRADO ACADEMICO PPGCVET N2 03/2023

Data: 03 DE FEVEREIRO DE 2023 | Hora de inicio: 09:30 Hora de 11:55
encerramento:

Matriculado | 1,11, Mmevo19

Discente:

N-ome do ROSANNE APARECIDA CAPANEMA RIBEIRO

Discente:

Titulo do Transferéncia génica entre Salmonella e Escherichia coli em condicGes de beneficiamento de

Trabalho: produtos de origem animal: influéncia de um complexo de cobre

Areade SAUDE ANIMAL

concentragao:

Linha de INVESTIGACAO ETIOLOGICA

pesquisa:

Projeto de

Pesquisa de EPIDEMIOLOGIA DE ZOONOSES

vinculacdo:

Reuniu-se por videoconferéncia, a Banca Examinadora, desighada pelo Colegiado do Programa de Pds-
graduacdo em Ciéncias Veterindrias, assim composta: Roberta Torres de Melo - FAMEV/UFU; Anténio
Fernandes de Carvalho - DTA/UFV e Daise Aparecida Rossi - FAMEV/UFU, orientador(a) do(a) candidato(a).

Iniciando os trabalhos a presidente da mesa, Daise Aparecida Rossi, apresentou a Comissao Examinadora
e a candidata, agradeceu a presenca do publico, e concedeu ao discente a palavra para a exposicao do seu
trabalho. A duracdo da apresentacdo do discente e o tempo de arguicdo e resposta foram conforme as
normas do Programa.

A seguir o senhor(a) presidente concedeu a palavra, pela ordem sucessivamente, aos(as)
examinadores(as), que passaram a arguir o{(a) candidato(a). Ultimada a arguicdo, que se desenvolveu
dentro dos termos regimentais, a Banca, em sessao secreta, atribuiu o resultado final, considerando o(a)
candidato(a):

Aprovada).

Esta defesa faz parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de Mestre.

O competente diploma sera expedido apds cumprimento dos demais requisitos, conforme as normas do
Programa, a legislacao pertinente e a regulamentacao interna da UFU.

1of2 07/02/2023 08:27


https://www.sei.ufu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir
http://www.ppgcv.famev.ufu.br
mailto:mesvet@ufu.br

SEI/UFU - 4166073 - Ata de Defesa - Pos-Graduagao https://www.sei.ufu.br/sei/controlador.php?acao=documento _imprimir...

Nada mais havendo a tratar foram encerrados os trabalhos. Foi lavrada a presente ata que apds lida e
achada conforme foi assinada pela Banca Examinadora.

e'l Documento assinado eletronicamente por Daise Aparecida Rossi, Professor(a) do Magistério
-) Lj Superior, em 03/02/2023, as 12:48, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 69,

assinatura
‘ eletronica § 19, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

el' Documento assinado eletronicamente por Roberta Torres de Melo, Professor(a) do Magistério
;zhmun d Superior, em 03/02/2023, as 13:29, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 69,
| eletronica § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

e|| Documento assinado eletronicamente por Antonio Fernandes de Carvalho, Usudrio Externo, em
9 Lj 06/02/2023, as 13:54, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 19, do

assinatura
‘ eletrénica Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

_é A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://www.sei.ufu.br
tl__- /sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id orgao acesso_externo=0, informando o
1 cédigo verificador 4166073 e o codigo CRC 261E62FO0.

Referéncia: Processo n? 23117.093944/2022-24 SEl n? 4166073

20f2 07/02/2023 08:27


https://www.sei.ufu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
https://www.sei.ufu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://www.sei.ufu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

ROSANNE APARECIDA CAPANEMA RIBERO

Transferéncia do gene blarem entre Salmonella e Escherichia coli em condicoes
de beneficiamento de produtos de origem animal: influéncia de um complexo
de cobre

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Veterinarias, da
Universidade Federal de Uberlandia, como
requisito parcial para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Veterinarias.

Area de concentracdo: Saude Animal

Uberlandia, 03 de fevereiro de 2023

Banca examinadora

Profa. Dra. Daise Aparecida Rossi - FAMEV-UFU

Prof. Dr. Antonio Fernandes de Carvalho — DTA -UFV

Profa. Dra. Roberta Torres de Melo - FAMEV-UFU



Dedico esse trabalho a todos os cientistas brasileiros que,
mesmo diante de tantas adversidades e falta de recursos, se
dedicam de todo o corag@o a fazer pesquisa de qualidade.



AGRADECIMENTOS

Embora eu tenha certa dificuldade em expressar meus sentimentos, esse topico de
agradecimento precisava estar aqui, porque a minha vida sempre foi cercada de pessoas especiais
e que fazem a diferenga, e eu precisava enaltecé-las. Em primeiro lugar gostaria de agradecer a
Deus, por ter colocado essas pessoas na minha vida e por todas as oportunidades e experiéncias
vividas até aqui, além de estar ao meu lado em todos os momentos, me guiando e ajudando.

Preciso agradecer aos meus pais, Marcia e Rauer, e a minha irma, Régia, por serem a minha
base desde o inicio da minha vida, por sempre torcerem por mim, por me ensinarem o valor dos
estudos, por acreditarem nos meus sonhos e me dar o suporte e a tranquilidade de saber que sempre
posso contar com eles, mesmo que as coisas ndo saiam como planejado. Agradeco ao meu esposo,
Yassushi, por sempre estar ao meu lado, por ser meu alicerce, por me compreender e por ter me
presentado com sua familia, que me adotou como filha. Sem essas pessoas, sem o suporte, carinho
e conselhos, toda a minha jornada seria muito mais ardua. Minha vida com certeza ¢ mais feliz e
completa tendo vocés ao meu redor.

Agradeco a minha orientadora, professora Daise, por ter aceitado esse desafio, por ter
acreditado no meu potencial, por transmitir seus conhecimentos, por sempre agir com muita leveza
e ter me dado asas para voar. Também sou grata a minha co-orientadora, professora Aline, que ¢
uma dogura em pessoa, ¢ brilhante e muito parceira. Nao tenho palavras para agradecer a
professora Roberta, que foi um anjo na minha vida, que esteve muito envolvida com o projeto, me
ensinou coisas imprescindiveis, me guiou e foi peca fundamental para que eu chegasse até aqui.
Também devo muito a Micaela, que sempre foi meu brago direito, que com toda a sua dedicacdo
me conduziu e me ajudou de diversas formas para que esse projeto acontecesse. E também, aos
membros da banca examinadora, que, tdo gentilmente, aceitaram dispor de seu tempo na corre¢io
deste trabalho, adicionando experiéncia e conhecimento a0 mesmo.

Agradeco ao pessoal do laboratério de quimica da UFU do professor Wendell, que foram
nossos parceiros e disponibilizaram o complexo utilizado neste trabalho. Agradeco também as
alunas de iniciagdo cientifica e aos estagiarios que estiveram envolvidos diretamente; cada ajuda,
fez a diferenca para que esse estudo acontecesse da melhor forma possivel. Sou grata também ao

pessoal do nosso laboratdrio por me apoiarem, acalentarem, me incentivarem e torcerem por mim,



tenho até medo de citar e esquecer alguém, ja que todos de alguma forma contribuiram para
tornarem as coisas mais leves e divertidas.

Por fim, agradeco ao Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias e aos
professores por seus ensinamentos € por sempre nos incentivar a sermos melhores a cada dia; a
Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Codigo de Financiamento 001,
por ter me concedido a bolsa de pesquisa, tdo necessaria para aqueles que querem se dedicar mais
intensamente a ciéncia, € ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

pelo financiamento.



“A ciéncia serve para nos dar uma ideia
de qudo extensa € a nossa ignorancia”

Félicité Robert de Lamennais



RESUMO

A alta prevaléncia de infec¢des causadas pela ingestdo de alimentos contaminados é um desafio
para a saude publica mundial, que se amplifica pela crescente resisténcia aos antimicrobianos
(RAM). Como a recombinagdo génica ¢ uma importante ferramenta disseminadora da RAM, os
fatores que a favorecem devem ser continuamente investigados. Subprodutos presentes em
industrias de beneficiamento de produtos de origem animal como o chicken juice, ja demonstraram
capacidade de interferir em mecanismos de viruléncia das bactérias, o que instiga a pesquisar o
seu efeito e o do soro de leite na transferéncia de genes de resisténcia. A dissertagdo foi dividida
em dois capitulos, o primeiro consta de revisdo bibliografica sobre o tema, e o segundo, de um
artigo cientifico que objetivou avaliar a frequéncia de transferéncia do gene blarpm entre
Salmonella Heidelberg (SH) e Escherichia coli (EC) em diferentes condigdes que mimetizam o
ambiente de estabelecimento de beneficiamento de produtos de origem animal e a influéncia do
complexo de cobre Lu54 como nova alternativa para mitigar o risco dessa transferéncia. Para isso,
foi utilizada como doadora, SH positiva para o gene blatem (resisténcia a ampicilina) e como
receptora, EC J53 AzR, resistente a azida sodico e sensivel a ampicilina. Os métodos de
conjugagdo utilizados foram: 1) meio liquido/trés horas de incubagdo, sob agita¢do; 2) meio
solido/overnight e; 3) meio liquido/overnight. Todos os ensaios foram realizados na presenga e
auséncia de soro de leite (SL) e chicken juice (CJ). As taxas de recombinagdo foram confirmadas
por método fenotipico (recuperacdo em agar seletivo) e genotipico (confirmagido do gene blateum
por PCR) e calculadas pela frequéncia de conjuga¢do da receptora (FCR). A concentracdo
125ug/mL de Lu54 foi estabelecida em teste de microdilui¢do na determinag@o da concentragio
alvo nos ensaios de inibi¢do da conjugagdo. A conjugacgdo 1 apresentou aumento de FCR superior
a 2,5 ordens de magnitude tanto na presenca de SL quanto CJ quando comparado aos testes com
auséncia dos suplementos (tradicional). Na conjugacdo 2, as FCR’s foram menores, inferiores a
1%, enquanto a conjugacdo em meio liquido/overnight apresentou FCR superior ao primeiro
método apenas em SL. A presenca do SL acidificou o meio, o que refletiu em maiores FCR. O
complexo Lu54 foi testado na conjugagido 1 e se mostrou eficaz no controle da transferéncia de
blatem, pois reduziu a FCR de 2,2 para 0,3% no teste tradicional, de 8,2 para 1,7% em SL e 6,2
para 0,9% com CJ, equivalentes a uma redugdo de 7,3, 4,8 e 6,9 vezes, respectivamente. As
coldnias de transconjugantes testadas apresentaram o gene blatrm, confirmando a efetividade do
processo. Os resultados demonstraram que a presenga de SL ou CJ € capaz de aumentar a
transferéncia génica quando presentes em meio liquido e o complexo de cobre Lu54 ¢ eficaz na
reducdo da conjugacdo, sendo uma alternativa promissora para o controle de trocas génicas e
mitigacdo da resisténcia antimicrobiana, especialmente em industrias de beneficiamento de leite e
carne.

Palavras chave: blarem; chicken juice; soro de leite; resisténcia antimicrobiana;, conjugacio
bacteriana; complexo de cobre Lu54



ABSTRACT

The high prevalence of infection caused by eating contaminated food is a challenge for
public health, which is intensified by the increasing resistance to antimicrobials (RAM). As gene
recombination is an important tool for disseminating bacterial resistance, the factors that promote
it must be continuously investigated. Byproducts originating from the processing of products of
animal origin such as chicken juice have already shown the ability to interfere in the mechanism
of virulence of bacteria, which encourages research about their effect and of whey cheese on the
transfer of resistance genes. The dissertation was divided into two chapters, the first with the
bibliographic review about the subject, and the second with a scientific article whose objective
was to evaluate the frequency of blarem gene transfer between Salmonella Heidelberg (SH) and
Escherichia coli (EC) in different conditions that simulate the environment found in an industry
that processes products of animal origin, and the influence of the Lu54 copper complex as a new
alternative to mitigate RAM. For this, SH positive for blartem gene (resistant to ampicillin) was
used as donor and, as a recipient, EC J53 AzR, resistant to sodic azide and sensible to ampicillin.
The conjugation methods used were: 1) liquid medium/three hours of incubation, shaking; 2) solid
medium/overnight and; 3) liquid medium/overnight. All the essays were carried out in the presence
and absence of whey cheese (SL) and chicken juice (C.J). Recombination rates were confirmed by
the phenotypic method (recovery in selective agar) and genotypic method (confirmation of the
blatem gene by PCR) and calculated by the frequency of conjugation using the recipient (FCR).
The concentration of 125ug/mL of Lu54 was established by the minimum inhibitory concentration
in a microdilution test. Conjugation 1 was chosen for treatment with Lu54, as it showed an increase
in FCR greater than 2.5 orders of magnitude in the presence of SL and CJ when compared to the
absence of supplement (traditional). In conjugation 2, the FCR's were lower, less than 1%, while
the conjugation in liquid medium/overnight showed a higher FCR than the first method only in
SL. The presence of SL acidified the medium, which resulted in higher FCR. The Lu54 complex
was tested in conjugation 1 and proved to be effective in controlling the transfer of blatgw, as it
reduced the FCR from 2.2 to 0.3% in the traditional test, from 8.2 to 1.7% in SL and 6.2 to 0.9%
with CJ, that is equivalent to a reduction of 7.3, 4.8 and 6.9 times, respectively. The colonies of
transconjugants tested had the blarem gene, confirming the effectiveness of the process. The results
demonstrate that the presence of SL or (\J is able to increase gene transfer when present in liquid
medium and the Lu54 copper complex is effective in reducing conjugation, being a promising
alternative for controlling gene exchange and mitigating antimicrobial resistance, especially in
dairy and meat processing industries.

Keywords: blatrw;, chicken juice; cheese whey; antimicrobial resistance; bacterial conjugation;
Lu54 copper complex
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1 INTRODUCAO GERAL

Doengas infecciosas sdo responsaveis por consideraveis taxas de morbidade e mortalidade
em todo o mundo, situa¢do que tem trazido preocupagdo devido ao aumento da resisténcia aos
antimicrobianos (RAM), que desta forma, se constitui cada vez mais em uma ameaga a saude
publica mundial. Tal fato ¢ exemplificado pelos dados do Centro de Controle e Prevengdo de
Doengas dos Estados Unidos (2019), que demonstram que a cada ano, mais de 2,8 milhdes de
infecgOes resistentes a antibioticos ocorrem nos Estados Unidos, tendo como consequéncia mais
de 35 mil mortes. Um dos mecanismos de emergéncia da RAM se da quando hé exposi¢do, mesmo
que em baixas concentragdes, das bactérias aos antibioticos, que gera pressdo de selegdo e
alteracdes em sucessivas geragdes bacterianas, levando ao surgimento de cepas hipermutaveis,
com alta capacidade de adquirir resisténcia até mesmo a outros agentes antimicrobianos, de modo
que os medicamentos utilizados para as combater se tornam pouco efetivos (REYGAERT, 2018;
CDC, 2019; MURRAY et al., 2022).

Dentre os agentes etiologicos de doencas infecciosas importantes mundialmente, e
frequentemente associadas a surtos de origem alimentar, destacam-se Salmonella e Escherichia
coli, responséveis por doengas entéricas tanto em humanos quanto em animais (ELHARIRI et al.,
2020; CDC, 2022a). Um dos sorovares mais envolvidos em surtos alimentares por Salmonella
enterica ¢ o Heidelberg, um patdogeno que n3o possui hospedeiro especifico, que pode ser
encontrado em varias fontes de infec¢do e com rapida disseminagdo, o que o torna muito prevalente
em surtos provocados pelo consumo de alimentos contaminados, como aves, suinos e produtos
lacteos (SOUZA et al., 2020). Ja patotipos de E. coli podem causar diarreia com diferentes graus
de gravidade, além de infecgdes no trato urinario, problemas respiratérios, pneumonias, entre
outros. Essa espécie possui um grupo grande e diverso de cepas que podem ser encontradas no
meio ambiente, em alimentos e intestinos de animais e humanos (CDC, 2022a).

A maior parte do tratamento de infecgdes bacterianas se da pelo uso de antibioticos, porém,
o aumento da resisténcia a esses compostos € preocupante. Dentre os mecanismos utilizados pelas
bactérias que contribuem para o aumento da RAM, pode-se citar as mutagdes em seu proprio DNA
cromossOmico ou aqueles em que had recombinagdo génica pela aquisicdo, temporaria ou
permanente, de material genético de forma horizontal, como a transformagdo, transdugdo e

conjugacdo (REYGAERT, 2018). A conjugagdo bacteriana ¢ um dos mecanismos mais frequentes
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e necessita do contato direto entre uma bactéria e outra, pelo qual ocorre a transferéncia de um
gene, que se for envolvido a RAM propicia o surgimento de um novo patogeno resistente
(SULTAN et al., 2018; NEIL; ALLARD; RODRIGUE, 2021).

O problema da RAM amplifica-se pelo aumento da multirresisténcia dos micro-organismos
aos desinfetantes, o que é especialmente preocupante na industria de alimentos. Adiciona-se ainda,
o fato de as instala¢des industriais possuirem subprodutos que podem ser estimuladores do
crescimento bacteriano, como o chicken juice (CJ). CJ € composto por proteinas, carboidratos,
lipideos e agucares, estd amplamente presente na industria avicola, e comprovadamente beneficia
a multiplicagdio e formac¢do de biofilmes por importantes patdgenos alimentares como
Campylobacter e Salmonella, frequentemente envolvidos em doengas transmitidas pelo consumo
de alimentos contaminados (MELO et al., 2017, MELO et al., 2021). Assim, pode-se inferir que o
soro de leite (SL), comum em laticinios, pode exercer o mesmo efeito na multiplicagio e formagao
de biofilmes, porém o SL ndo tém sido um alvo frequente em estudos semelhantes.

Diante das dificuldades relacionadas a eliminagdo das bactérias com os métodos atuais,
especialmente quando estdo em biofilmes, destaca-se a importancia de procurar novas alternativas.
Algumas op¢des tém se mostrado promissoras como agentes antimicrobianos, em especial, os
complexos de cobre (KRASNOVSKAYA et al., 2020, ZALEVSKAYA; GUR’EVA, 2021). O
cobre ¢ um elemento fundamental para o funcionamento do organismo e atua em varias enzimas
envolvidas no metabolismo energético, respiracdo e sintese de DNA celular, o que faz com que o
desenvolvimento de drogas utilizando esse complexo seja muito interessante. Além disso, sua
eficicia em inibir §. Typhimurium quando em sinergismo com outros antimicrobianos ja foi
demonstrada por MONTEIRO et al. (2022).

Considerando a importancia da conjugacdo bacteriana na transferéncia horizontal de genes,
a relevancia dos patogenos Salmonella e E. coli na saude publica e que a presenca de SL e CJ no
ambiente das industrias beneficiadoras de leite e carne podem potencialmente favorecer a
conjugagdo bacterina, ¢ extremamente importante investigar op¢des seguras e eficazes, como
alternativas para o controle de bactérias patogénicas, suas formas de aquisi¢do e disseminagdo da

resisténcia, o que justifica este estudo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar diferentes metodologias de conjugacdo bacteriana e a a¢do do complexo de cobre
Lu 54 [Cu(Clmp)(mftpy)](PFs)2 sobre a transferéncia horizontal do gene blartem, que confere
resisténcia aos B-lactamicos, entre Salmonella Heidelberg (doadora) e E. coli 153 AzR (receptora),
na auséncia e presencga de soro de leite e chicken juice, que mimetizam condi¢des presentes em

industrias de alimentos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estabelecer as frequéncias de conjugagdo em trés condi¢des distintas: conjugacdo 1 (em meio
liquido/3 horas de incubag@o, sob agitacdo), conjugagdo 2 (membrana em meio solido/incubagdo
overnight) e conjugacdo 3 (meio liquido com renovagao e incubagdo overnight),

i1) quantificar a frequéncia de transferéncia do gene plasmidial dlatem, por meio da conjugagido na
presenca e auséncia de soro de leite e chicken juice em células planctonicas;

ii1) mensurar as altera¢gdes de pH do meio de conjugacgdo liquido em O horas, 3 horas e overnight,
na presenga e auséncia de soro de leite e chicken juice;

iv) determinar a concentra¢io alvo do complexo de cobre Lu 54 para atuar na conjugagio entre S.
Heidelberg e E. coli 153 AzR,;

v) verificar a capacidade e a frequéncia de aquisi¢do do gene blatrm, na conjugacio bacteriana

apos o tratamento com a formulagdo Lu54.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Resisténcia antimicrobiana

Doengas infecciosas sdo uma grande preocupagdo para a saude publica mundial devido as
altas taxas de morbidade e mortalidade, o que tem se agravado ainda mais devido a crise da
resisténcia antimicrobiana (RAM) (GIL-GIL et al., 2019). Os antimicrobianos sdo frequentemente
utilizados para tratar infecgdes bacterianas, no entanto, algumas bactérias tém demonstrado
resisténcia a essas drogas, ou seja, adquiriram a capacidade de crescerem ou se manterem viaveis
mesmo em contato com concentragdes de antibioticos que normalmente seriam suficientes para
exercer atividade bacteriostatica ou bactericida (GUT et al., 2018).

A RAM nido impacta apenas os humanos, mas € um problema de saude Unica, uma vez que
os animais, solo e organismos aquaticos também contribuem para a origem, manutengdo e
propagacdo desse fendmeno (BERENDONK et al., 2015). Além disso, as bactérias que possuem
resisténcia aos antimicrobianos podem ser facilmente disseminadas para outras regides geograficas
do mundo, sendo considerado também um problema de saude global (HERNANDO-AMADO et
al., 2019).

Muitos agentes infecciosos que anteriormente eram tratados com éxito por varias classes
de antibioticos desenvolveram resisténcia para a maioria, ou em alguns casos, praticamente a todos
esses medicamentos. A grande ameaga esta sobre os agentes antimicrobianos, no entanto,
antivirais, antiparasitarios e antifingicos também estdo em perigo. Apesar da RAM ser um evento
natural nos micro-organismos, estd havendo maior pressdo de sele¢do, propagagdo mundial e
exposicdo de individuos a agentes etiologicos RAM. Dentre os grandes impulsionadores desse
fenomeno estdo o uso excessivo e inadequado de antimicrobianos humanos e veterinarios,
antibioticos de baixa qualidade, deficiéncia nos programas de controle e prevengdo de infeccdes,
contaminagdo ambiental, deslocamento geografico de humanos e animais infectados, vigilancia e
monitoramento precarios e escassa regulamentagdo e fiscalizacdo do uso de antibidticos
(MCEWEN; COLLIGNON, 2018; MAPA, 2022).

A presenca de bactérias resistentes aos antimicrobianos em animais pode se refletir em um
problema para a saude humana se ambos compartilharem microbiomas com as mesmas espécies
e/ou genes RAM. Apos a transmissdo de bactérias comensais oportunistas ou patogénicas entre

pessoas e animais de produgdo, ocorre a adaptagcdo ao nicho do novo hospedeiro, onde podem se
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multiplicar e transferir suas caracteristicas para outras do microbioma (HERNANDO-AMADO et
al., 2019).

Porém, ha também outros fatores biodticos e abioticos influenciando na RAM, como
contaminantes ambientais, condi¢des fisico-quimicas, heterogeneidade fenotipica, inducido de
respostas ao estresse e adaptacdo bacteriana. Estes fatores também aumentam a pressdo seletiva e
fazem com que a evolugdo bacteriana seja levada em direcdo a RAM. Além disso, ha mecanismos,
que podem ocorrer de forma isolada ou concomitantemente, que sdo provavelmente, as principais
causas para o aumento da disseminac¢do de bactérias resistentes, que incluem a transferéncia
horizontal de genes (THG) de resisténcia aos antibidticos, mutagdo e a proliferacdo provocada pela
pressdo de selecdo causada por compostos antibidticos ou outros contaminantes (BERENDONK
etal., 2015).

Dados apresentados pelo Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doengas (ECDC)
em parceria com a Organizagdo Mundial de Sauade (OMS), demonstram que F. coli, uma das
bactérias mais envolvidas em infec¢des humanas, possui 25% ou mais das cepas apresentando
RAM em cerca de 50% dos 40 paises/areas europeias avaliados. Em 2020, na Unido
Europeia/Espago Econdmico Europeu, mais da metade (54%) dos isolados de F. coli apresentaram
resisténcia a pelo menos um dos grupos antimicrobianos sob vigilancia (aminopenicilinas,
fluoroquinolonas, cefalosporinas de terceira geragdo, aminoglicosideos e carbapenémicos), sendo
que a maior porcentagem de resisténcia foi relatada para as aminopenicilinas (54,6%) (ECDC,
2022).

A ampicilina ¢ um antibiotico B-lactdmico de amplo espectro pertencente a classe das
aminopenicilinas. Este medicamento pode ser utilizado para o tratamento de infecgdes
respiratorias, meningites bacterianas, septicemias, endocardites e infec¢des geniturinarias e
gastrointestinais e atua contra bactérias  Gram-positivas como  Staphylococcus
spp., Streptococcus spp. e Enterococcus spp. ou (Gram-negativas como FEscherichia
coli, Salmonella spp. e Proteus mirabilis. O mecanismo de a¢do da ampicilina se da pela inativagio
de proteinas de ligagdo encontradas na membrana interna da parede celular bacteriana. Essa
inativagdo dificulta a liga¢do cruzada de cadeias de peptideoglicanos, que € essencial para a
resisténcia e rigidez da parede celular, provocando seu enfraquecimento e consequente lise celular
(NCBI, 2022; PEECHAKARA; BASIT; GUPTA, 2022). No entanto, embora ainda muito

utilizada na terapéutica, essa droga tem sido alvo de muitos estudos que demonstram o crescente
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aumento da RAM entre agentes patogénicos importantes, em especial, pela presenca de genes de
resisténcia aos P-lactdmicos, como o blatem (SRICHUMPORN et al., 2022; ELHARIRI et al.,
2020; DELMANTI et al., 2017).

3.2 Transferéncia horizontal de genes: Conjugacio bacteriana

Uma das estratégias para diminuir a RAM ¢ reduzir a propagacdo horizontal de genes
relacionados a esta caracteristica entre a comunidade bacteriana. A resisténcia esté relacionada a
mutagdes em genes ja existentes ou ocorre por meio da aquisi¢do horizontal de plasmideos ou
outros elementos genéticos moveis que contém genes RAM (SOUCY; HUANG; GOGARTEN,
2015).

Os principais mecanismos para a transferéncia horizontal de genes sdo a transformagao,
transdugdo e conjugagdo. A transformagdo estd relacionada a bactérias que tem competéncia
natural ou artificialmente induzida de internalizar moléculas de DNA dispersas no meio
extracelular ( HASEGAWA; SUZUKI;, MAEDA, 2018). A transdug¢do ¢ mediada por bacteriéfagos
que se ligam a bactéria e carregam genes ou fragmentos do seu DNA em seu capsideo e o
transportam para o novo hospedeiro. Esse segmento de DNA pode ser combinado com o
cromossomo do hospedeiro e a caracteristica adquirida ser transferida para novas geragdes. Ja a
conjugagdo bacteriana ¢ a forma de recombinag@o e disseminacdo de genes RAM mais frequente,
e ocorre por meio do contato entre uma bactéria e outra, propiciando a transferéncia de um gene
de uma bactéria doadora para a receptora. A conjugacdo requer componentes genéticos como
elementos conjugativos integrativos no cromossomo e os genes em plasmideos com capacidade
de autorreplicacdo e de se movimentar da célula doadora para a receptora, por meio de contato
direto da superficie celular via pili (SULTAN et al., 2018; NEIL; ALLARD; RODRIGUE, 2021;
VON WINTERSDOREFF et al., 2016).

A transferéncia horizontal de genes (THG) proporciona novas capacidades metabolicas a
bactéria receptora, o que a ajuda a se adaptar a diferentes nichos ecologicos. Ja as habilidades que
podem ser adquiridas para a resisténcia aos antibidticos pela aquisi¢do de elementos genéticos
cromossOmicos ou méveis incluem a induc¢do de mutacdes, inativagdo de medicamentos por
hidrolise ou modificagdo, mudangas na droga alvo, diminui¢do na permeabilidade de ligacdo e
reducdo na permeabilidade da membrana a antimicrobianos pela diminuigdo da absor¢do ou efluxo

(SULTAN et al., 2018).
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A THG mais comum ¢ a conjugagdo mediada por plasmideos, que sdo pequenas moléculas
de DNA circular, independentes do DNA cromossdmico, € que se replicam de forma independente
(DAYAL, 2022). Uma vez que os genes de resisténcia se estabelecem em plasmideos bem-
sucedidos, eles podem se espalhar rapidamente entre diferentes cepas, espécies ou gé€neros
bacterianos. Essa transferéncia de plasmideos entre patogenos ja levou a disseminagdo global de
varios genes que codificam resisténcia a -lactimicos, quinolonas, aminoglicosideos, tetraciclinas,
sulfonamidas e wvarias outras classes de drogas (VON WINTERSDORFF et al., 2016;
HUDDLESTON, 2014).

Para que a transferéncia do DNA pela conjugacdo seja realizada € necessario o
envolvimento do sistema de secre¢do do tipo IV (T4SS), de um relaxossomo e de um pili
conjugativo. O inicio da conjugag@o ocorre no citoplasma, onde o relaxossomo, que € composto
principalmente pela proteina relaxase e proteinas acessorias, € formado para se ligar e processar
uma regido do DNA conhecida como origem da transferéncia (oriT). O complexo do relaxossomo
¢ posteriormente recrutado por meio de uma proteina de ligacdo (T4CP) que o conecta ao T4SS,
formando um canal responsavel pelo movimento do DNA da célula doadora para a receptora. A
relaxase corta o oriT na regido nick do elemento conjugativo, se liga covalentemente a extremidade
5’ da fita de DNA por meio de uma ligacao fosfotirosil e inicia a transferéncia de 5' para 3' de uma
fita do elemento para a célula receptora. A relaxase termina a transferéncia unindo as extremidades
do plasmideo e liberando um circulo de DNA de fita simples na receptora, quando entdo a fita
complementar ¢ sintetizada (ILANGOVAN; CONNERY; WAKSMAN, 2015; LEE;
GROSSMAN, 2007).

Dentro do sistema T4SS existem morfologicamente dois tipos de pili, o tipo F que € longo
e flexivel e o tipo P, que € curto e rigido. Pili sdo estruturas tulubares extracelulares que se
estendem para fora da superficie da doadora e fazem contato fisico com a receptora. Entdo, por
meio de um mecanismo conhecido como “estabilizacdo do par de acasalamento”, se retrai,
aproximando a receptora da doadora e forma uma jun¢do de acoplamento (LOW et al., 2022;
ILANGOVAN; CONNERY; WAKSMAN, 2015). Nas bactérias Gram negativas, o pili
conjugativo mais bem caracterizado € pili F, elaborado pelos fatores de fertilidade F ou plasmideos
F. Apds estabelecer uma “jung@o de acasalamento” estavel, o sistema F muda do modo de
acasalamento para o modo de transferéncia do DNA e permite a aquisi¢do do plasmideo. O canal

de acoplamento F e o pili F necessitam de quase o mesmo conjunto de operons 7ra para sua
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producdo, dessa forma, eles sdo frequentemente descritos como uma unidade estrutural (HU;
KHARA; CHRISTIE, 2019).

Assim que entra na receptora, o plasmideo precisa escapar da degradagdo por
endonucleases de restricdo da receptora, que reconhecem seus sitios de restri¢ao, e os fatores do
hospedeiro devem ser capazes de promover a replicagdo do plasmideo e garantir que as copias
sejam distribuidas de forma igualitaria entre as células filhas durante a divisdo celular
(ALDERLIESTEN et al., 2020).

Uma das formas de avaliar a eficiéncia da conjuga¢ido ¢ determinando a frequéncia de
conjugacdo (FC). Esse indice pode ser afetado por diferentes aspectos como a presenga de outros
plasmideos na célula receptora, relagdo taxondmica entre doadora e receptora, taxa de crescimento,
densidade celular, meio solido ou liquido, temperatura, presenca de nutrientes, entre outros
(ALDERLIESTEN et al., 2020, SHINTANI; OHKUMA; KIMBARA, 2019).

PALLARES-VEGA et al. (2021) observaram que temperaturas mais baixas (25°C ou
menos) podem reduzir o nimero de eventos conjugativos, assim COmo meios pouco nutritivos.
Outro estudo demonstrou que a eficiéncia da conjugacdo realizada entre diferentes cepas de
Enterococcus faecalis, decaiu na presenga de alta concentragdo de doadoras, ou seja, o numero de
transconjugantes formados diminuiu com o aumento da densidade de doadoras (CHATTERIJEE et
al., 2013). A transferéncia de plasmideos pode acontecer em maior frequéncia quando a bactéria
receptora pertence a mesma espécie que a doadora do que para receptoras diferentes, quando em
propor¢do 1:1, tanto em meio liquido quanto em meio solido, onde o processo ocorre sobre filtros.
O mesmo estudo também observou que embora a frequéncia de transferéncia de plasmideos tenha
sido similar tanto em trés quanto em 16 horas, a tendéncia foi menor em 16 horas (SAKUDA et
al., 2018). Diante disso, € possivel perceber que o processo de trocas génicas ¢ multifatorial e

envolve fatores intrinsecos e extrinsecos que podem influenciar na sua eficiéncia.

3.3 Salmonella spp.

Dentre as bactérias patogénicas mais importantes para a saude publica mundial estdo as
do género Salmonella, consideradas como umas das quatro principais causas de doengas diarreicas
em todo o mundo (WHO, 2018). Estima-se que nos Estados Unidos, anualmente,

aproximadamente 1,35 milhdes de infecgdes e 420 mortes sejam causadas por Salmonella ndo
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tifoide (SNT) e que a incidéncia de infec¢do por Salmonella seja de 15,2 doentes a cada 100.000
individuos (CDC, 2022b).

A principal via de disseminag@o desta bactéria para os humanos envolve o consumo de

produtos de origem animal contaminados, especialmente ovos, carne, aves e leite. As
manifestagdes comuns da salmonelose sdo dor abdominal, febre, nauseas e vomitos, com inicio
dos sintomas entre 6-72 horas (normalmente 12-36 horas) apos a ingestdo, podendo durar de dois
a sete dias. Os sintomas da salmonelose sdo geralmente leves, ndo sendo necessario tratamento na
maioria dos casos, no entanto, especialmente em criangas e idosos, a enfermidade pode ser grave
e até levar a morte (WHO, 2018).

Pertencentes a familia Enterobacteriaceae, as bactérias do género Salmonella sao Gram
negativas, possuem formato de bastonete, ndo formam esporos, sdo anaerobias facultativos e
produzem géas sulfridrico a partir da fermentacgdo da glicose e redugdo do enxofre. Boa parte das
espécies desse género conseguem se desenvolver em temperatura que variam de 7°C a 45°C e pH
entre 4,5 a 9,0, sendo também muito resistentes a dessecagdo e congelamento, o que facilita sua
sobrevivéncia (PALMER et al. 2021; WHO, 2018). O género Salmonella comporta duas espécies
(S. enterica e S. bongori), além de mais de 2.600 sorovares. Baseado na bioquimica e em alterag¢des
genéticas, S. enterica pode ser classificada nas subspecies enterica, salamae, arizonae, diarizonae,
houtenae e indica (ANDINO; HANNING, 2015; BANERIJI et al., 2020).

Varios sorovares sdo identificados em cada subespécie por meio das caracteristicas de seus
antigenos somaticos e flagelares. S. enferica subespécie enterica € a que possui a maior quantidade
de sorovares entre as espécies e subespécies (BRASIL, 2011), incluindo S. Heidelberg (SH), que
¢ um patdgeno que se dissemina facilmente, possui varias fontes de infec¢do e nenhum hospedeiro
especifico (BUTAYE et al. 2006). O aumento da prevaléncia e a disseminagdo mundial desse
sorotipo tem chamado atenc¢do. Além disso, ele estd frequentemente associado a quadros graves
em humanos, com aproximadamente 13% dos casos de infec¢@o por SH evoluindo para doenga
sistémica (WEBBER et al, 2019).

A severidade da salmonelose depende de fatores relacionados aos hospedeiros e o sorotipo
envolvido. Em quadros clinicos com manifestagdes leves ou moderados, ndo se recomenda a
terapia antimicrobiana, no entanto, em casos mais graves ou em pacientes imunocomprometidos,

bebés ou 1dosos, pode ser necessaria a antibioticoterapia (WHO, 2018).

24



280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302

303

304
305
306

307
308
309
310

Alguns dos antimicrobianos recomendados para o tratamento de episddios mais graves
causados por SNT sdo ciprofloxacina, ceftriaxona e ampicilina (GUT et al., 2018). Em alguns
grupos, como criangas € mulheres gravidas, a terapia pode ser muito limitada devido a problemas
de toxicidade, sendo os B-lactdmicos a Unica alternativa disponivel para o tratamento de infec¢des
graves em diversos casos (COLLIGNON; MCEWEN, 2019).

No entanto, € preocupante os indices de resisténcia determinados em Sa/monella isolada
de surtos alimentares aos B-lactimicos, como a ceftriaxona e a ampicilina, que sdo as drogas de
primeira escolha para o tratamento. A inativacdo direta de antimicrobianos por hidrolise
enzimatica ¢ um dos mecanismos de resisténcia contra os P-lactimicos mais utilizados pelas
bactérias, sendo que na maioria das Enferobacteriaceae, um importante artificio de resisténcia ¢ a
producdo de B-lactamases de espectro estendido (ESBLs). Os tipos mais comuns de B-lactamases
sdo a temoniera (TEM) e a variavel sulfidril (SHV), distribuidas abundantemente na natureza, com
mais de 90 tipos de TEM e mais de 50 tipos de SHV (NAIR; VENKITANARAYANAN;
KOLLANOOR JOHNY, 2018).

Os genes blatem e blapsy sdo frequentemente associados a resisténcia por f-lactamases em
Salmonella, sendo que o gene blatem.1, que € tipicamente mediado por plasmideos, ¢ considerado
a expressao de B-lactamase mais encontrada em Salmonella na Europa (WALSH et al., 2008). Dai
et al. (2021) avaliaram a presenca de genes de resisténcia em Salmonella Enteritidis isoladas de
diferentes fontes e observaram a presenga de blarem em 76% das amostras, sendo que a maior taxa
de resisténcia se deu ao acido nalidixico, seguido pela ampicilina. Outro estudo encontrou
resultados similares em isolados de bezerros diarreicos tratados com sulfonamidas, sendo que a
presenca do gene blatem foi encontrada em 83,3% das amostras de F. coli e 79,2% das amostras

de Salmonella (HAQUE et al., 2022).

3.4 Escherichia coli

E. coli pertence a um grupo grande e diverso de bactérias que podem ser encontradas no
meio ambiente, em alimentos e em intestinos de animais e humanos. Enquanto a maior parte das
cepas de F. coli ndo sdo patogénicas, algumas podem provocar doengas intestinais como diarreia
ou enfermidades sistémicas, incluindo pneumonia, doengas respiratérias, infecgdes no trato

urinario, entre outras (CDC, 2022a).
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Em animais, F. coli é responsavel por causar comorbidades como enterites, septicemias,
mastites e problemas reprodutivos em aves. Enquanto algumas cepas dessa espécie parecem ser
espécie-especificas, outras podem infectar varias espécies, incluindo humanos. Apesar de
demonstrarem comportamento comensal no intestino de animais ¢ humanos, cepas de F. coli
podem se apresentar como um patéogeno oportunista, além de servirem como fonte de material
genético para a dissemina¢do da RAM (MCEWEN.; COLLIGNON, 2018).

E. coli é uma bactéria Gram-negativa, anaerobia facultativa, possui formato de bastonete
e pertence a familia Enferobacteriaceae. Em condi¢des ideais de crescimento, se replica
rapidamente, em aproximadamente 20 minutos. Esse micro-organismo possui varias estirpes que
se diferenciam com base nos antigenos somaticos, flagelares e capsulares e sdo classificadas de
acordo com seus fatores de viruléncia, mecanismos de patogenicidade, sindromes clinicas e
sorologia. Algumas estirpes sdo capazes de crescer em temperaturas entre 7 ¢ 46°C, sendo que a
temperatura 6tima ¢ em torno de 37°C. Podem crescer em pH a partir de 4,5 e o limite minimo de
atividade de agua que permite seu crescimento € 0,95 (JANG et al., 2017; ASAE, 2022).

A existéncia de cepas de FE. coli multirresistentes isoladas de diferentes fontes e
hospedeiros ja foi relatada e tem sido motivo de preocupagdo em termos de saude unica. A
producdo de ESBL’s por Enterobacteriaceas, especificamente por F. coli, ¢ um dos alvos de maior
atengdo e ja foi encontrado até mesmo em cepas de . coli isoladas de animais saudaveis (FUGA
et al., 2022). CHAUDHARY, JADHAYV e BANJARA (2021) destacam que tanto médicos quanto
microbiologistas estdo seriamente preocupados com a emergéncia de E. coli multirresistentes e
produtoras de ESBL, com elevadas taxas de RAM a drogas rotineiramente utilizadas. Um dos
genes envolvido na resisténcia aos B-lactdmicos € o blatem, que implica na resisténcia a ampicilina
e ¢ muito comum em cepas de F. coli, como relatado por DELMANI et al. (2017), que encontraram
67% de resisténcia a ampicilina em £. coli proveniente de amostras clinicas.

Um extenso estudo conduzido na Alemanha avaliou cepas de F. coli produtoras de ESBL
isoladas de animais produtores de alimentos que se encontravam doentes entre os anos de 2008 e
2014. Foi detectada a presenga do gene blactx-m-1 em 69,9%, blacrx-m-15 em 13,6%, blactx-m-14em
11,7%, blatrm-s2 em 1,9% e blasuv-12 em 1,4% das cepas (MICHAEL et al., 2017). Outro estudo
conduzido por Gundran et al. (2019) encontrou 57,97% e 27,54% de positividade para os genes
blatem e blasnv, respectivamente, em isolados de £. coli provenientes de granjas de frangos de

corte nas Filipinas. Em isolados clinicos j& se encontrou 63,4% de positividade para blatem em
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cepas de £. coli, sendo que este foi o genotipo de ESBL mais predominante (CHAUDHARY;
JADHAV; BANJARA, 2021).

Um agravante em relac¢do a constatagdo da RAM em F. coli, € a capacidade de essa espécie
trocar material genético de forma eficiente tanto com outras bactérias da mesma espécie
patogénicas como com espécies de outros géneros como Salmonella, Shigella, Yersinia e Vibrio
(DELMANI et al., 2017). A habilidade de transferir elementos genéticos moveis por essa bactéria
tem contribuido significativamente na disseminagdo de genes de resisténcia clinicamente
relevantes, o que ¢ particularmente preocupante devido as infec¢des associadas (MBELLE et al .,
2019; FUGA et al, 2022). E. coli é capaz tanto de doar quanto de receber genes de resisténcia. A
aquisi¢do de genes que codificam P-lactamases de espectro estendido é preocupante e a
identificagdo desses genes em isolados de F. coli vem crescendo nas ultimas décadas, sendo a THG
responsavel pela maior parte destes eventos (POIREL et al., 2018).

Dentre as cepas de F. coli envolvidas em THG destaca-se . coli J53 AzR, que € derivada
da E. coli K12, isolada inicialmente de amostra de fezes colhida de um paciente com difteria em
1922. Esta cepa € uma das cepas mais utilizadas como receptora em estudos experimentais sobre
o processo de conjugacdo e resistente a azida sddica devido a substitui¢do de um unico nucleotideo

no gene secA, e ainda, negativa para fatores de fertilidade (YI et al., 2012).

3.5 Chicken juice (CJ) e soro de leite (SL)

Na industria processadora de alimentos, a remog¢@o insuficiente de matéria organica das
superficies e ambientes pode se tornar uma importante fonte de contaminagdo bacteriana. A
matéria organica serve como substrato para as bactérias e facilita a colonizagdo e posterior
formac@o de biofilmes (CARVALHO et al., 2019).

Além da influéncia direta da matéria organica como nutriente, estudos tém demonstrado
que alguns subprodutos naturalmente presentes na industria, como o exsudato de frango ou chicken
Juice (CJ), estimulam a formagdo de biofilmes fortes por Campylobacter jejuni e S. Minnesota. O
CJ ¢ composto por 2,79% de proteinas, 0,06% de carboidratos, lipideos e agucares e ¢ uma fonte
de nutrientes que proporciona um meio ideal para os micro-organismos sobreviverem, se aderirem
e se multiplicarem (MELO et al., 2017; MELO et al., 2021).

Os exsudatos de carne de frango apos esterilizagdo por filtragdo vém sendo utilizados como

modelo para mimetizar o ambiente presente no processamento de carnes. A suplementacdo dos
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meios de cultivo usuais com cerca de 5% de CJ demonstrou influéncia positiva no crescimento e
inducdo de resposta transcricional de micro-organismos, possivelmente causados pela capacidade
que o CJtem de fornecer uma camada de condicionamento em superficies abidticas, o que propicia
maior fixagdo e adesdo da bactéria (LI et al., 2017, BROWN et al, 2014; BROWN et al.,
2013; LIGOWSKA et al., 2011).

Além disso, a manutengdo de células viaveis e a formagdo de biofilmes fortes com a
suplementagdo com CJ ddo suporte a hipotese de que este coproduto favorece a sobrevivéncia e
permanéncia de micro-organismos na cadeia produtiva e pode configurar importante papel na
inocuidade do alimento oferecido ao consumidor (MELO et al., 2017). O problema amplia-se
quando esse ambiente pode promover a disseminagdo da RAM, considerando que biofilmes
possuem alta densidade celular e proximidade entre as células, o que facilita a transferéncia
horizontal de genes por conjugagdo (VIROLLE et al., 2020).

Outro coproduto usualmente presente em industrias processadoras de leite e derivados € o
soro gerado na produgdo de queijos. As caracteristicas e composi¢do do SL dependem da
composi¢do do leite, que ¢ influenciada pela raga, espécie do animal, saude, dieta e estagio de
lactagdo, entre outros, além da variedade de queijo produzida e tecnologia de fabricacdo utilizada
(PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012).

Na produgdo da maioria dos queijos € utilizada a coagula¢do enzimatica, onde a K-caseina
do leite, que ¢ insensivel ao célcio, € hidrolisada pela enzima quimosina em dois grandes peptideos,
sendo um hidrofobico (para-k-caseina) e outro hidrofilico e denominado glicomacropetideo ou
caseinomacropeptideo (CMP), que néo ¢ incorporado a massa coagulada. Com isso, grande parte
da agua de constitui¢do do leite e porcentagens variadas dos outros componentes sdo removidos
na forma de soro, um liquido verde amarelado, devido a presenga de vitamina B2. A composi¢io
média do SL proveniente de coagulagdo enzimatica ¢ basicamente agua (93-94%,), lactose (4,5-
5,0%), proteinas (0,8-1,0%), gorduras (0,3-0,5%), sais minerais (0,6-1,0%) como calcio, sédio,
magnésio, potassio e fosforo, vitaminas soluveis do leite como a vitamina B12, B6 e C, acido
pantoténico, riboflavina, tiamina e retinol, além de &cido latico, acido citrico, compostos
nitrogenados ndo-proteicos (ureia e acido urico) e CMP (VIDAL; SARAN NETTO, 2018;
PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012; NUNES; SANTOS, 2015).
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No entanto, pouco se sabe a respeito da influéncia do soro de leite na multiplicagdo
bacteriana, estimulo a formagdo de biofilmes e taxas de recombinagdo génica. Isto instiga a

realizacdo de pesquisas para investigar se este subproduto possuiu efeitos similares ao CJ.

3.6 Complexo de cobre

O cobre (Cu) ¢ um metal essencial, de numero atdmico 29 e uma massa atomica de
63,546u. A essencialidade desse elemento se deve a habilidade de modificar os estados de
oxidagdo, alternando entre cobre (I) (ion cuproso) e cobre (II) (ion cuprico) e atuar como doador e
receptor de elétrons. Além disso, como um componente enzimatico alostérico, o cobre € necessario
como cofator catalitico em diversas rea¢des enzimaticas criticas, estd envolvido no metabolismo
energético, respiracdo e sintese de DNA na célula e ¢ também um potente antioxidante com um
papel importante no sistema de defesa oxidante (STERN, 2010; MONTEIRO, 2022).

Porém, apesar de o cobre ser um nutriente necessario para humanos, animais e plantas, o
excesso de exposi¢do pode representar riscos a saude humana, como danos hepaticos e renais,
anemia, imunotoxicidade e toxicidade no desenvolvimento embrionario. Por outro lado, a
deficiéncia desse elemento é ainda mais preocupante, pois afeta de forma direta ou indireta os
componentes do sistema de defesa oxidante, e como consequéncia, aumenta a formacgdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) provocando danos oxidativo a lipideos, DNA e proteinas
(ATSDR, 2022; PAVELKOVA et al., 2018).

Apesar do cobre estar envolvido no crescimento de micro-organismos, por ser um cofator
para varias enzimas, possui propriedades antimicrobianas. Ainda ndo esta totalmente esclarecido
quais mecanismos o Cu utiliza para exercer a atividade antimicrobiana, mas sabe-se que esse efeito
depende de diversos fatores como: forma fisica (ions ou nanoparticulas), composi¢do, estado
quimico (estado de oxidag@o), proximidade de micrébios a superficies contendo Cu, concentragao,
temperatura e forma de aplica¢do (Umido ou seco) e presenga de tampdes ou contaminantes no
ambiente quimico (MITRA; KANG; NEOH, 2019).

Estudos demonstraram que a atividade antimicrobiana deste elemento esta relacionada a
seu comportamento oxidativo, bem como com as propriedades de solubilidade dos oxidos de
cobre. Acredita-se que a “morte por contato” inicia-se pela libera¢do dos ions de Cu e seu acimulo
dentro da célula ou na membrana bacteriana, o que provoca danos & membrana por despolarizagdo

e vazamento de componentes intracelulares. Esta situacdo pode ser desencadeada por dano
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oxidativo dos fosfolipidios da membrana. Outros mecanismos de a¢@o do cobre também tém sido
sugeridos como: inibi¢do da respiragdo celular, inativacdo de proteinas, potencial de causar danos
celulares por produgdo de ROS, que leva a destrui¢do oxidativa de componentes celulares e, por
fim, degradagdo de DNA genomico e/ou plasmidial (VINCENT et al., 2018; GRASS; RENSING;
SOLIOZ et al. 2011; MITRA; KANG; NEOH, 2019).

No presente estudo foi utilizado o complexo de cobre [Cu(Clmp)(mftpy)](PFs)., (Clmp: (4-
cloro-N-(piriridina-2-metileno)anilina) e mfpy (4-metilfenilterpiridina), que foi sintetizado e
caracterizado por andlise elementar, espectrometria de massa de alta resolug@o, espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier, ultravioleta-visivel e espectroscopia de ressonancia
paramagnética eletronica. Nesse complexo, os ions Cu (II) assumem uma geometria piramidal
quadrada, envolvendo os trés atomos de nitrogénio do ligante mftpy e dois &tomos de nitrogénio
de Clmp. Em ambos os casos, dois anions PFs™ atuam como contra ions (TAKEUCHI et al. — em

fase de elaboragdo).

30



468

469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512

4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY (ATSDR) (2022)
Toxicological profile for copper. ATSDR. Atlanta, Georgia. Disponivel em:
https://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp132.pdf. Acesso em: 18 nov. 2022.

ALDERLIESTEN, J. B. et al. Effect of donor-recipient relatedness on the plasmid conjugation
frequency: a meta-analysis. BMC microbiology, Lodon, v. 20, n. 1, p. 1-10, 2020. DOI:
https://doi.org/10.1186/s12866-020-01825-4.

ANDINO, A.; HANNING, 1. Salmonella enterica: survival, colonization, and virulence
differences among serovars. The Scientific World Journal, United Kingdom, v. 2.015, 2015.
DOI: 10.1155/2015/520179.

AUTORIDADE DE SEGURANCA ALIMENTAR E ECONOMICA — ASAE. Escherichia coli.
Lisboa, PT, 2022. Portal. Disponivel em: https://www.asae.gov.pt/seguranca-alimentar/riscos-
biologicos/escherichia-coli.aspx. Acesso em: 24 nov. 2022.

BANERII, S. ef al. Genome-based Salmonella serotyping as the new gold standard. Scientific
reports, /S. ./, v. 10, n. 1, p. 1-10, 2020. DOI: 10.1038/s41598-020-61254-1

BERENDONK, T. U. ef al. Tackling antibiotic resistance: the environmental framework. Nature
reviews microbiology, London, v. 13, n. 5, p. 310-317, 2015. DOI: 10.1038/nrmicro3439.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Manual técnico de
diagnéstico laboratorial de Salmonella spp.: diagnostico laboratorial do género Salmonella,
2011. Disponivel em: https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-
conteudo/publicacoes/publicacoes-svs/doencas-diarreicas-agudas/manual-tecnico-de-
diagnostico-laboratorial-das-salmonella-spp.pdf/view. Acesso: 05 jan. 2023.

BROWN, H. L. ef al. Chicken juice enhances surface attachment and biofilm formation of
Campylobacter jejuni. Applied and Environmental Microbiology, Washington, v. 80, n. 22, p.
7.053-7.060, 2014. DOI: 10.1128/AEM.02614-14.

BROWN, H. L. ef al. Tetrazolium reduction allows assessment of biofilm formation by C
ampylobacter jejuni in a food matrix model. Journal of applied microbiology,
Oxford, v. 115, n. 5, p. 1.212-1.221, 2013. DOI: 10.1111/jam.12316.

BUTAYE, P. et al. The clonal spread of multidrug-resistant non-typhi Salmonella
serotypes. Microbes and Infection, Paris, v. 8, n. 7, p. 1.891-1.897, 2006. DOI:
10.1016/j.micinf 2005.12.020.

CARVALHO, A. C. et al. Formagao e resisténcia do Biofilme Microbiano em industrias

processadoras de alimentos. Enciclopédia Biosfera, Jandaia, GO, v. 16, n. 30, 2019. DOI:
10.18677/EnciBio_2019B31.

31


https://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp132.pdf
https://doi.org/10.1186/s12866-020-01825-4
https://www.asae.gov.pt/seguranca-alimentar/riscos-biologicos/escherichia-coli.aspx
https://www.asae.gov.pt/seguranca-alimentar/riscos-biologicos/escherichia-coli.aspx
https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/publicacoes-svs/doencas-diarreicas-agudas/manual-tecnico-de-diagnostico-laboratorial-das-salmonella-spp.pdf/view
https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/publicacoes-svs/doencas-diarreicas-agudas/manual-tecnico-de-diagnostico-laboratorial-das-salmonella-spp.pdf/view
https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/publicacoes-svs/doencas-diarreicas-agudas/manual-tecnico-de-diagnostico-laboratorial-das-salmonella-spp.pdf/view

513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558

CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. CDC. Antibiotic Resistance Threats
in the United States. US Department of Health and Human Services, Washington, DC, USA,
2019. Disponivel em: https://www.cdc.gov/drugresistance/pdf/threats-report/2019-ar-threats-
report-508.pdf. Acesso em: 19 dez. 2022.

CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. CDC. Atlanta, Estados Unidos,
2022a. Portal. Disponivel em: https://www.cdc.gov/ecoli/index. html. Acesso em: 22 nov. 2022.

CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. CDC. Atlanta, Estados Unidos,
2022b. Portal. Disponivel em: https://www.cdc.gov/salmonella/general/technical html#one.
Acesso em: 16 set. 2022.

CHATTERIEE, A. et al. Antagonistic self-sensing and mate-sensing signaling controls antibiotic-
resistance transfer. Proceedings of the National Academy of Sciences, Washington, v. 110, n.
17, p. 7.086-7.090, 2013. DOI: 10.1073/pnas.1212256110.

CHAUDHARY, M. K.; JADHAYV, 1.; BANJARA, M. R. Molecular Detection of blarkm,
blaCTX-M and blaSHV Genes in Extended Spectrum B-Lactamase (ESBL) Escherichia Coli
from Clinical Samples, Journal of Microbiology and Bacteriology Research, /S. ./, p. 1-16,
2021. DOI: 10.21203/rs.3.15-965153/v1.

COLLIGNON, P. J.; MCEWEN, S. A. One health — Its importance in helping to better control
antimicrobial resistance. Tropical medicine and infectious disease, /S. ./, v. 4, n. 1, p. 22, 2019.
DOI: 10.3390/tropicalmed4010022.

DAI W. et al. Analysis of antibiotic-induced drug resistance of Salmonella enteritidis and its
biofilm formation mechanism. Bioengineered, /S. /./, v. 12, n. 2, p. 10.254-10.263, 2021. DOI:
10.1080/21655979.2021.1988251.

DELMANI, F. A. ef al. Characterization of ampicillin resistant gene (blarrm-1) isolated from £
coli in Northern Jordan. Asian Journal of Biomedical and Pharmaceutical Sciences, /S. ./, v.
7, p. 11-15,2017. DOL: https://doi.org/10.3390/app12199964.

ELHARIRI, M. ef al. Virulence and antibiotic resistance patterns of extended-spectrum beta-
lactamase-producing Salmonella enterica serovar Heidelberg isolated from broiler chickens and
poultry workers: a potential hazard. Foodborne Pathogens and Disease, /S. 1./, v. 17, n. 6, p.
373-381, 2020. DOI: 10.1089/fpd.2019.2719.

EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL. Antimicrobial
resistance surveillance in Europe 2022. Annual report of the European antimicrobial resistance
surveillance network (EARS-net). ECDC, 2022. DOI: 10.2900/112339.

FUGA, B. et al. Who Critical Priority Escherichia coli as One Health Challenge for a Post-
Pandemic Scenario: Genomic Surveillance and Analysis of Current Trends in

Brazil. Microbiology spectrum, /S. ./, v. 10, n. 2, p. €01256-21, 2022. DOL:
https://doi.org/10.1128/spectrum.01256-21

32


https://www.cdc.gov/drugresistance/pdf/threats-report/2019-ar-threats-report-508.pdf
https://www.cdc.gov/ecoli/index.html
https://www.cdc.gov/salmonella/general/technical.html%2523one
https://doi.org/10.3390/app12199964
https://doi.org/10.1128/spectrum.01256-21

559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603

GIL-GIL, T. et al. Antimicrobial resistance: A multifaceted problem with multipronged
solutions. Microbiologyopen, /S. ./, v. 8, n. 11, p. €945, 2019. DOI: 10.1002/mbo3.945.

GRASS, G.; RENSING, C.; SOLIOZ, M. Metallic copper as an antimicrobial surface. Applied
and environmental microbiology, Washington, v. 77, n. 5, p. 1.541-1.547, 2011. DOI:
10.1128/AEM.02766-10.

GUNDRAN, R. S. ef al. Prevalence and distribution of blaCTX-M, blaSHV, blaTEM genes in
extended-spectrum B-lactamase-producing E. coli isolates from broiler farms in the
Philippines. BMC veterinary research, /S. ./, v. 15, n. 1, p. 1-8, 2019. DOL:
https://doi.org/10.1186/s12917-019-1975-9.

GUT, A. M. et al. Salmonella infection—prevention and treatment by antibiotics and probiotic
yeasts: a review. Microbiology, New York, v. 164, n. 11, p. 1.327-1.344, 2018. DOL:
10.1099/mic.0.000709.

HAQUE, M. A. et al. Isolation of multidrug-resistant Escherichia coli and Salmonella spp. from
sulfonamide-treated diarrheic calves, Veterinary World, /S. 1./, v. 15, n. 12, p. 2.870-2.876, 2022.
DOI: www.doi.org/10.14202/vetworld.2022.2870-2876.

HASEGAWA, H.; SUZUKI, E.; MAEDA, S. Horizontal plasmid transfer by transformation in
Escherichia coli: environmental factors and possible mechanisms. Frontiers in microbiology,
London, v. 9, p. 2.365, 2018. DOL: https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.02365.

HERNANDO-AMADO, S. et al. Defining and combating antibiotic resistance from One Health
and Global Health perspectives. Nature microbiology, London, v. 4, n. 9, p. 1.432-1.442, 2019.
DOT: https://doi.org/10.1038/s41564-019-0503-9.

HU, B.; KHARA, P.; CHRISTIE, P. J. Structural bases for F plasmid conjugation and F pilus
biogenesis in Escherichia coli. Proceedings of the National Academy of Sciences, Washington,
v. 116, n. 28, p. 14.222-14.227, 2019. DOLI: https://doi.org/10.1073/pnas.1904428116.

HUDDLESTON, J. R. Horizontal gene transfer in the human gastrointestinal tract: potential
spread of antibiotic resistance genes. Infection and drug resistance, /S. 1./, v. 7, p. 167, 2014.
DOI: 10.2147/IDR.S48820.

ILANGOVAN, A.; CONNERY, S;WAKSMAN, G. Structural biology of the Gram-negative
bacterial conjugation systems. Trends in microbiology, Cambridge, v. 23, n. 5, p. 301-310,
2015. DOI: 10.1016/.tim.2015.02.012.

JANG, J. et al. Environmental Escherichia coli: ecology and public health implications — A

review. Journal of applied microbiology, Oxford, v. 123, n. 3, p. 570-581, 2017. DOI:
https://doi.org/10.1111/jam.13468.

33


https://doi.org/10.1186/s12917-019-1975-9
http://www.doi.org/10.14202/vetworld.2022.2870-2876
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.02365
https://doi.org/10.1038/s41564-019-0503-9
https://doi.org/10.1073/pnas.1904428116
https://doi.org/10.1111/jam.13468

604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
620
621
622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649

KRASNOVSKAYA, O. et al. Copper coordination compounds as biologically active
agents. International Journal of Molecular Sciences, /S. 1./, v. 21, n. 11, p. 3.965, May 2020.
DOI: 10.3390/ijms21113965.

LEE, C. A.; GROSSMAN, A. D. Identification of the origin of transfer (oriT) and DNA relaxase
required for conjugation of the integrative and conjugative element ICE Bs1 of Bacillus

subtilis. Journal of bacteriology, Washington, v. 189, n. 20, p. 7.254-7.261, 2007. DOI:
10.1128/JB.00932-07.

L1, J. et al. Effects of meat juice on biofilm formation of Campylobacter and
Salmonella. International journal of food microbiology, Amsterdam, v. 253, p. 20-28, 2017.
DOI: 10.1016/j.ijfoodmicro.2017.04.013.

LIGOWSKA, M. et al. Effect of chicken meat environment on gene expression of
Campylobacter jejuni and its relevance to survival in food. International Journal of Food
Microbiology, Amsterdam, v. 145, p. S111-S115, 2011. DOI:
10.1016/j.1jjfoodmicro.2010.08.027.

LOW, W. W. et al. Mating pair stabilization mediates bacterial conjugation species
specificity. Nature microbiology, London, v. 7, n. 7, p. 1.016-1.027, 2022. DOL:
https://doi.org/10.1038/s41564-022-01146-4.

MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO (MAPA). Resisténcia
aos Antimicrobianos. 24 Nov. 2022. Portal. Disponivel em: https://www.gov br/agricultura/pt-
br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-pecuarios/resistencia-aos-
antimicrobianos/antimicrobianos. Acesso em:_10 dez. 2022.

MBELLE, N. M. ef al. The resistome, mobilome, virulome and phylogenomics of multidrug-
resistant Escherichia coli clinical isolates from Pretoria, South Africa. Scientific reports, /S. 1],
v.9,n. 1, p. 1-16, 2019. DOLI: https://doi.org/10.1038/s41598-019-52859-2.

MCEWEN, S. A.; COLLIGNON, P. J. Antimicrobial resistance: a one health
perspective. Microbiology spectrum, /S. ./, v. 6, n. 2, p. 6.2.10, 2018. DOL:
10.1128/microbiolspec. ARBA-0009-2017.

MELO, R. T. et al. Intrinsic and extrinsic aspects on Campylobacter jejuni biofilms. Frontiers
in Microbiology, London, v. 8, p. 1.332, 2017. DOLI: https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.01332.

MELO, R. T. et al. Salmonella enterica serovar Minnesota biofilms, susceptibility to biocides,
and molecular characterization. Pathogens, Switzerland, v. 10, n. 5, p. 581, May 2021. DOI:
https://doi.org/10.3390/pathogens10050581.

MICHAEL, G. B. et al. Extended-spectrum B-lactamase (ESBL)-producing Escherichia coli
isolates collected from diseased food-producing animals in the GERM-Vet monitoring program
2008-2014. Veterinary Microbiology, Amsterdam, v. 200, p. 142-150, 2017. DOI:
10.1016/j.vetmic.2016.08.023.

34


https://doi.org/10.1038/s41564-022-01146-4
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-pecuarios/resistencia-aos-antimicrobianos/antimicrobianos
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-pecuarios/resistencia-aos-antimicrobianos/antimicrobianos
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-pecuarios/resistencia-aos-antimicrobianos/antimicrobianos
https://doi.org/10.1038/s41598-019-52859-2
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.01332
https://doi.org/10.3390/pathogens10050581

650
651
652
653
654
655
656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694

MITRA, D ; KANG, E.-T.; NEOH, K. G. Antimicrobial copper-based materials and coatings:
potential multifaceted biomedical applications. ACS applied materials & interfaces, /S. 1./, v.
12,n. 19, p. 21.159-21.182, 2019. DOI: https://doi.org/10.1021/acsami.9b17815.

MONTEIRO, G. P. et al. A Ternary Copper (II) Complex with 4-Fluorophenoxyacetic Acid
Hydrazide in Combination with Antibiotics Exhibits Positive Synergistic Effect against
Salmonella Typhimurium. Antibiotics, /S. 7./, v. 11, n. 3, p. 388, March 2022. DOI:
10.3390/antibiotics11030388.

MURRAY, C. J. L. et al. Global burden of bacterial antimicrobial resistance in 2019: a
systematic analysis. The Lancet, /S. 1./, v. 399, n. 10.325, p. 629-655, fev. 2022. DOI:
10.1016/S0140-6736(21)02724-0.

NAIR, D. V. T; VENKITANARAYANAN, K.; KOLLANOOR JOHNY, A. Antibiotic-resistant
Salmonella in the food supply and the potential role of antibiotic alternatives for control. Foods,
[S. 1], v.7,n 10, p. 167,2018. DOI: 10.3390/foods7100167.

NCBI. PubChem Compound Summary for CID 6249, Ampicillin. NCBI — National Center for
Biotechnology Information. Disponivel em:

https://pubchem ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ampicillin. Acesso em: 28 dez. 2022. DOI:
10.5281/zen0do.2628786.

NEIL, K.; ALLARD, N.; RODRIGUE, S. Molecular mechanisms influencing bacterial
conjugation in the intestinal Microbiota. Frontiers in microbiology, London, v. 12, p. 673260,
2021. DOI: https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.673260.

NUNES, L.; SANTOS, M. G. Caracterizagdo fisico-quimica de soros obtidos de diferentes tipos
de queijos. Horizonte Cientifico, Uberlandia, MG, v. 9, n. 2, 2015.

PALLARES-VEGA, R. ef al. Temperature and nutrient limitations decrease transfer of
conjugative IncP-1 plasmid pKJKS to wild Escherichia coli strains. Frontiers in microbiology,
London, v. 12, p. 656250, 2021. DOI: https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.656250.

PALMER, T. R. S. et al. Structure of the cytoplasmic domain of SctV (SsaV) from the
Salmonella SPI-2 injectisome and implications for a pH sensing mechanism. Journal of
Structural Biology, Orlando, v. 213, n. 2, p. 107729, jun. 2021. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.jsb.2021.107729

PAVELKOVA, M. ef al. Biological role of copper as an essential trace element in the human
organism. Biologicka role médi jako zakladniho stopového prvku v lidském organismu. Ceska
Slov Farm, Praha, v. 67, n 4, p  143-153, 2018. Disponivel em:
https://www.prolekare.cz/en/journals/czech-and-slovak-pharmacy/2018-4-14/biological-role-of-
copper-as-an-essential-trace-element-in-the-human-organism-107068. Acesso em: 01 dez. 2022.

35


https://doi.org/10.1021/acsami.9b17815
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ampicillin
https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.673260
https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.656250
https://doi.org/10.1016/j.jsb.2021.107729
https://www.prolekare.cz/en/journals/czech-and-slovak-pharmacy/2018-4-14/biological-role-of-copper-as-an-essential-trace-element-in-the-human-organism-107068
https://www.prolekare.cz/en/journals/czech-and-slovak-pharmacy/2018-4-14/biological-role-of-copper-as-an-essential-trace-element-in-the-human-organism-107068

695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738
739

PEECHAKARA, B.V.; BASIT, H.; GUPTA, M. Ampicillin. /n: StatPearls [Internet].
StatPearls Publishing, 2022.

PLASMID. Definicion. NIH Researchers — On-line, 2023. Disponivel em:
https://www.genome.gov/genetics-glossary/Plasmid. Acesso em: 19 jan. 2023,

POIREL, L. ef al. Antimicrobial resistance in Lscherichia coli. Microbiology Spectrum, /S. 1./,
v.6,n. 4, p. 6.4.14,2018. DOI: 10.1128/microbiolspec. ARBA-0026-2017.

PRAZERES, A. R.; CARVALHO, F; RIVAS, J. Cheese whey management: A review. Journal
of environmental management, London, v. 110, p. 48-68, 2012. DOL:
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2012.05.018.

REYGAERT, W. C. An overview of the antimicrobial resistance mechanisms of bacteria. AIMS
microbiology, /S. 1./, v. 4, n. 3, p. 482, 2018. DOI: 10.3934/microbiol 2018.3.482.

SAKUDA, A. et al. Conjugative selectivity of plasmids is affected by coexisting recipient
candidates. Msphere, /S. 1/, v. 3, n. 6, p. €00490-18, 2018. DOI: 10.1128/mSphere.00490-18.

SHINTANI, M.; OHKUMA, M.; KIMBARA, K. High-resolution comparison of bacterial
conjugation frequencies. Journal of Visualized Experiments, London, n. 143, p. €57812, 2019.
DOI: 10.3791/57812.

SOUCY, SM.; HUANG, J.; GOGARTEN, J. P. Horizontal gene transfer: building the web of
life. Nature Reviews Genetics, London, v. 16, n. 8, p. 472-482, 2015. DOI:
https://doi.org/10.1038/nrg3962.

SOUZA, A. 1 et al. High occurrence of B-lactamase-producing Salmonella Heidelberg from
poultry origin. PLoS One, San Francisco, v. 15, n. 3, p. 0230676, 2020. DOI:
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230676.

SRICHUMPORN, W. ef al. Extended-spectrum beta-lactamase-producing Escherichia coli from
pork in Muang district, Chiang Mai Province, Thailand, Veterinary World, Wankaner, v. 15 n.
12, p. 2.903-2.909, 2022. DOI: 10.3201/eid1707.110209.

STERN, R. B. Essentiality and toxicity in copper health risk assessment: overview, update and
regulatory considerations. Journal of Toxicology and Environmental Health, /S. ./, v. 74, p.

114-127,2010. DOI: 10.1080/15287390903337100.

SULTAN, L et al. Antibiotics, resistome and resistance mechanisms: a bacterial perspective.
Frontiers in microbiology, London, v. 9, p. 2.066, 2018. DOI: 10.3389/fmicb.2018.02066.

TAKEUCHI, M. G. et al. Synthesis, design and in vifro activity of new copper compounds
against Campylobacter spp. Ainda ndo publicado.

36


https://www.genome.gov/genetics-glossary/Plasmid
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2012.05.018
https://doi.org/10.1038/nrg3962
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230676

740
741
742
743
744
745
746
747
748
749
750
751
752
753
754
755
756
757
758
759
760
761
762
763
764
765
766
767
768
769
770
771
772
773
774
775
776
77
778
779

780
781
782
783
784

TAYLOR, A. A. et al. Critical review of exposure and effects: implications for setting regulatory
health criteria for ingested copper. Environmental management, New York, v. 65, n. 1, p. 131-
159, 2020. DOI: 10.1007/s00267-019-01234-y.

VIDAL, A. M. C.; SARANNETTO, A. (Org.). Obtencéo e processamento do leite e derivados.
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de Sdo Paulo (FZEA-USP),
Pirassununga-SP, 2018. DOI: 10.11606/9788566404173.

VINCENT, M. ef al. Contact killing and antimicrobial properties of copper. Journal of applied
microbiology, Oxford, v. 124, n. 5, p. 1.032-1.046, 2018. DOI: 10.1111/jam.13681.

VIROLLE, C. ef al. Plasmid transfer by conjugation in gram-negative bacteria: from the cellular
to the community level. Genes, /S. L/, v. 11, n. 11, p. 1.239, 2020. DOL:
10.3390/genes11111239.

VON WINTERSDOREFF, C. J. H. et al. Dissemination of antimicrobial resistance in microbial
ecosystems through horizontal gene transfer. Frontiers in microbiology, London, v. 7, p. 173,
2016. DOI: 10.3389/fmicb.2016.00173.

WALSH, C. et al. Transfer of ampicillin resistance from Salmonella Typhimurium DT104 to
Escherichia coli K12 in food. Letters in Applied Microbiology, Oxford, v. 46, n. 2, p. 210-215,
2008. DOI: 10.1111/j.1472-765X.2007.02288 x.

WEBBER, B. et al. Detection of virulence genes in Salmonella Heidelberg isolated from chicken
carcasses. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, S3o Paulo, v. 61, 2019.
DOT: https://doi.org/10.1590/s1678-9946201961036.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. WHO. Genova, Suiga, 2018. Portal. Disponivel em:
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/salmonella-(non-typhoidal). Acesso em: 16
set. 2022.

YL, H. et al. Genome sequence of Escherichia coli J53, a reference strain for genetic studies.
Journal of Bacteriology, Washington, v. 194, n. 14, 2012. DOI: 10.1128/JB.00641-12.

ZALEVSKAYA, O. A;; GUR’EVA, Y. A. Recent Studies on the Antimicrobial Activity of

Copper Complexes. Russian Journal of Coordination Chemistry, /S. 1./, v. 47, n. 12, p. 861-
880, Dec. 2021. DOI:10.1134/s1070328421120046.

37


https://doi.org/10.1590/s1678-9946201961036
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/salmonella-(non-typhoidal)

785
786
787
788
789
790
791
792

793 CAPITULO I
794

795
796
197
798

799  Transferéncia do gene blatem entre Salmonella e Escherichia coli em condi¢des
800  de beneficiamento de produtos de origem animal: influéncia de um complexo

801 de cobre
802

803
804
805

806 Artigo a ser publicado no periodico
807 Microbiology Spectrum
808 FI: 9,043 (JCR 2022)

809

810 Normas para publicacio:

811 https://journals.asm.org/journal/spectrum/article-types
812 (ANEXOI)

813

814
815
816
817
818

38


https://journals.asm.org/journal/spectrum/article-types

819

820

821

822

823

824

825

826

827

828

829

830

831

832

833

834

835

836

837

838

839

840

841

Transfer of blarem Gene Between Salmonella and Escherichia Coli under

Processing Conditions of Animal Products: Influence of a Copper Complex

Rosanne Aparecida Capanema Ribeiro,*” Micaela Guidotti-Takeuchi,* Roberta Torres de
Melo,* Carolyne Ferreira Dumont,” Barbara de Aratjo Brum,” Thais Jansen Martins,*

Wendell Guerra®, Luana Munique Sousa Ramos,” Daise Aparecida Rossi®

2Laboratorio de Biotecnologia Animal Aplicada, Faculdade de Medicina Veterinaria,
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Brasil
b Instituto de Quimica, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Brasil

" Autor correspondente (e-mail: rosanneacr@yahoo.com.br)

RESUMO

A alta prevaléncia de infec¢Oes causadas por alimentos contaminados, associada a crescente
resisténcia antimicrobiana, em especial por transferéncia horizontal de genes, ¢ um desafio para a
satde publica mundial. E possivel que essa situagio se intensifique na presenca de subprodutos
provenientes de industrias beneficiadoras de produtos de origem animal. Diante disso,
investigamos a transferéncia horizontal do gene blarem de S. Heidelberg para E. coli J53 AzR, na
auséncia e presenca de soro de leite (SL) e chicken juice (CJ) em: i) meio liquido por trés horas
sob agitacdo; i1) meio solido overnight, ii1) meio liquido overnight e a influéncia do complexo de
cobre Lu54 na mitigacdo dessa transferéncia. O primeiro método apresentou maior frequéncia de
conjugagdo (FCR), de 2,23% na auséncia de suplementos, e intensificado em trés e quatro ordens
de magnitude na presenca de C.J e SL e foi selecionado para tratamento com Lu54. Em

solido/overnight, houve FCR inferiores a 1%, enquanto o meio liquido/overnight apresentou FCR
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superior ao primeiro método apenas em SL. A presen¢a do SL acidificou o meio, o que refletiu em
maiores FCR. O Lu 54 reduziu FCR, de 2,2 para 0,3%, 8,2 para 1,7% e 6,2 para 0,9%,
respectivamente, para os testes sem subprodutos e com SL e CJ. Os resultados comprovam que o
SL e CJ aumentam a transferéncia de blarem em meio liquido, e o complexo Lu54 € uma alternativa
promissora para mitigar a conjuga¢do e, consequentemente, a disseminac¢do da resisténcia aos

antimicrobianos, especialmente em industrias de beneficiamento de leite e carne.

IMPORTANCIA

A Organizagdo Mundial da Saude descreve a resisténcia aos antimicrobianos (RAM) como crise
global e uma catastrofe iminente de um retorno a era pré-antibidtica. As estratégias globais de
mitigacdo devem identificar situagdes facilitadoras da disseminacdo da RAM e, assim,
considerando que a recombinagdo génica € um dos principais motores da evolugdo bacteriana,
conhecer as frequéncias de transferéncia (FT) de genes responsaveis pela RAM em ambientes
beneficiadores de alimentos e o efeito de novos agentes antimicrobianos sobre este fenomeno ¢
particularmente importante. Investigamos métodos para determinar FT por conjugac¢do sob a
influéncia da presenca do soro de leite e chicken juice, comumente presentes no ambiente industrial
e efluentes, e o efeito de um complexo de cobre como método de controle na transferéncia do gene
blatem entre Salmonella e Escherichia coli. Nossos resultados demonstram circunstancias que
podem interferir nas frequéncias de conjugagdo, fornecendo estratégia de controle para
disseminagdo da RAM.

PALAVRAS-CHAVE: Conjugacdo bacteriana, soro de leite, chicken juice, complexo de

cobre, blarem.
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INTRODUCAO

Salmonella Heidelberg e Escherichia coli sdo patdégenos de importancia mundial, frequentemente
relacionados a surtos de origem alimentar (1, 2). As manifesta¢des clinicas associadas ao consumo
de alimentos contaminados por essas bactérias caracterizam-se especialmente por sintomas
entéricos, porém, dependendo da relacdo hospedeiro vs parasita, podem ser observadas
complica¢des até mesmo fatais (3, 4).

Além dos perigos a saude e prejuizos econdmicos associados as doengas infecciosas devido
as consideraveis taxas de morbidade e mortalidade, ha crescente preocupag¢do com um problema
adicional, o aumento da resisténcia aos antimicrobianos (RAM), que faz com que o tratamento e
controle sejam mais dificeis. Apesar da RAM ocorrer naturalmente em bactérias, alguns fatores
podem agravar o problema e contribuir na disseminag@o. Entre esses, incluem-se o uso inadequado
de antimicrobianos, a escassa regulamentacdo e fiscalizagdo do uso de antibioticos veterinarios e
humanos, que exercem pressdo de selecdo de cepas resistentes, estendendo-se, até mesmo, a outros
antimicrobianos ndo envolvidos no desafio inicial (5, 6, 7). Como consequéncia, dados
apresentados pelo Centro de Controle e Prevengdo de Doengas dos Estados Unidos (2019)
demonstram que mais de 2,8 milhdes de infecgdes resistentes a antibidticos ocorrem nos Estados
Unidos a cada ano, resultando em mais de 35 mil mortes (8).

Um dos antibidticos amplamente utilizados para tratar diversas infec¢des por bactérias
Gram positivas e negativas € o beta lactimico ampicilina, que atua inibindo a sintese da parede
celular bacteriana, provocando seu enfraquecimento e lise celular (9). Entretanto, embora ainda
muito utilizada, o aumento da RAM a essa droga € crescente, em especial pela presenca de genes

de resisténcia aos B-lactamicos, como o blatem (1, 10, 11).
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Dentre os fatores que contribuem para a disseminag@o da RAM, destaca-se a transferéncia
horizontal de genes, em que hé aquisi¢do, temporaria ou permanente, de material genético de outro
micro-organismo. A transferéncia pode ocorrer por meio da transformagdo, transdugdo e
conjugacdo (5). A conjugacdo envolve a transferéncia de plasmideos pelo contato direto entre uma
bactéria doadora e uma receptora, e € considerada a forma mais comum de transferéncia de genes
de resisténcia (12). Os plasmideos que contém genes de RAM podem se espalhar rapidamente
entre diferentes cepas, espécies ou géneros bacterianos, o que leva a disseminagao global de varios
genes responsaveis pela resisténcia a diferentes classes de drogas (13, 14). A transferéncia génica
também pode proporcionar a bactéria receptora novas capacidades metabolicas, que a ajuda a se
adaptar a variados nichos ecologicos (15).

Diferentes situagdes podem influenciar a frequéncia de conjugacdo como a densidade
celular, substrato solido ou liquido, temperatura, presenga de nutrientes, entre outros (16, 17), mas
as estratégias de compartilhamento de genes entre bactérias ainda apresentam um cenério pouco
conhecido na esfera da cadeia produtiva de alimentos. Isso instiga ao questionamento a respeito
da influéncia de subprodutos presentes em beneficiadores de produtos de origem animal, como o
chicken juice e o soro de leite nas taxas de conjugag@o bacterina. Sabe-se que o chicken juice
estimula a multiplicagdo e € capaz de interferir positivamente em mecanismos de viruléncia
bacteriana, como a formagcao de biofilme (18), porém sua atua¢ido ndo € conhecida quando se trata
de transferéncias génicas. Também nao foram encontrados na literatura estudos que investigam se
o soro de leite pode exercer alguma influéncia neste fendmeno.

Como forma de mitigar os perigos da resisténcia aos antimicrobianos disponiveis, destaca-
se a importancia de se procurar novas alternativas, e dentre as opgdes estdo os complexos de cobre,

que tém demonstrado propriedades antimicrobianas (19, 20). O cobre é um elemento essencial,
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atua como cofator em diferentes reagdes enzimaticas, metabolismo energético, respiragdo, sintese
de DNA celular, é¢ também um poderoso antioxidante e ja apresentou, por exemplo, eficacia na
inibicdo de §. Typhimurium quando em sinergismo com outros antimicrobianos, o que faz com
que a sua utilizag@o no desenvolvimento de drogas antimicrobianas seja interessante (21, 22).
Objetivamos avaliar a influéncia de chicken juice e soro de leite na transferéncia do gene
blarem entre Salmonella Heidelberg e E. coli 153 AzR em diferentes condi¢des, como meio solido
e liquido em diferentes tempos de incubagdo, e determinar a eficacia do complexo de cobre Lu54

([Cu(Clmp)(mftpy)](PFs)2) em mitigar as taxas de recombinagdo por conjugagao.

RESULTADOS

Frequéncia de conjugacio — diferentes metodologias. As contagens da bactéria doadora,
receptora e transconjugantes em todas essas repeticdes ndo demonstraram diferenga estatistica
entre si (p<0,05 — one way ANOVA), garantindo assim a manuteng@o quantitativa de cada teste.

Ao comparar os resultados obtidos nas trés metodologias (GRAFICO 1), consideramos que
a conjugacgdo 1 foi a mais efetiva, uma vez que a frequéncia de conjugagio (FCR) foi de 2,23%,
em detrimento a 0,79% e 1,98% identificados nos métodos 2 e 3, respectivamente. Em paralelo,
detectamos que a técnica 1 também foi mais promissora na presenca de SL e CJ, cujos percentuais
de FCR foram equivalentes a 8,16 e 6,22%, respectivamente. A exce¢do coube ao método 3, que
foi 0 mais efetivo na presencga de SL (10,16%).

Evidenciamos que o SL aumentou as taxas de recombinag@o génica, em especial em meios
liquidos, nas conjugac¢des 1 e 3, com valores equivalentes a quatro e cinco ordens de magnitude,
respectivamente. J& o CJ aumentou as taxas em trés ordens de magnitude para conjugagdo em

liquido com trés horas de incubagéo.
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GRAFICO 1 Porcentagem de frequéncias de conjugagio nas diferentes metodologias.

T: tradicional; SL: Soro de leite; CJ: chicken juice

Vale considerar que o tempo de incubac¢do nos meios de conjugacdo liquidos influenciou
nos indices de pH, especialmente na presenga do SL (GRAFICO 2). Foi evidente a reducio do pH
do meio com SL, variando de um pH médio de 7,4 nos testes Tradicional e C.J para 5,2 no SL
(p<0,0001, one way ANOVA) apo6s trés horas e de 8,32 nos testes Tradicional e C.J, para 6,5 na

suplementag@o com SL (p=0,0005, one way ANOV A) na incubag@o overnight.
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GRAFICO 2 Variag¢io de pH dos meios de conjugacio em liquido nos diferentes momentos de
incubagdo.
T= tradicional, com Luria Bertani (LB). SL= LB + 5% de soro de leite. CJ= LB + 5% de chiken juice. Oh:

Imediatamente apods a jun¢do de doadora ¢ receptora (inicio da conjugagdo). 3h: Fim da conjugagdo 1. ON=

overnight (Fim da conjugacdo 3). * p <0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001 (one way ANOVA).

A TABELA 1 destaca as contagens médias (log UFC/mL) obtidas nos protocolos de
conjugag¢do em todos os testes. Em numeros absolutos, constamos que na conjugagdo 1 obtivemos
um aumento médio de 0,4 e 0,5 log UFC/mL (p=0,0130) quando na presenc¢a de SL. e CJ. Nos
métodos 2 e 3, o aumento foi identificado somente na presenca de SL e foram equivalentes as
médias de 0,3 e 0,4 log UFC/mL (p=0,0444 e p>0,05), respectivamente. De maneira geral, a
conjugagdo 2 foi a menos efetiva estatisticamente na producdo de transconjugantes tanto no teste

tradicional com LB quanto com a suplementagdo de SL e CJ (p<0,0001).
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TABELA 1 Contagem média (Log UFC/mL) de bactérias doadoras, receptoras e transconjugantes
e frequéncia de conjugacdo obtida nos trés protocolos de conjugagdo, com e sem a adigdo de 5%

de soro de leite e chicken juice

Conjugaciio 1 Conjugacio 2 Conjugacio 3
Cepa (log UFC/mL) (log UFC/mL) (log UFC/mL)
Doadora (SH) 7.60£0.21% 7.42+0,47 % 7.73£0,32 %
Receptora (J53) 7,63+0,3452 7,50+0,12 82 7,76+0,33 B2
Transconjugantes (T) 6,08+0,48 ©° 5,37+0,28 PP 6,27+0,28 €°
Transconjugantes (SL) 6,47+0,508 5,62+0,27 6,71+0,40 F°
Transconjugantes (CJ) 6,54+0,326¢ 4,23+0,52 e 6,11+0,39 6

Letras maitsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica pelo teste de ANOVA (p<0,05);
Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica pelo teste de ANOVA
(p<0,05); T= Tradicional/Sem suplemento; SL= Soro de leite; CJ: Chicken juice. Conjugagdo 1: Meio
liquido, incubado a 37°C, por trés horas, 20rpm; Conjugagio 2: Meio sélido, incubado a 37°C, overnight,

sem agitagdo; Conjugacio 3: Meio liquido, incubado a 37°C, overnight, sem agitagdo.

Tratamento com o complexo de cobre Lu54. Os testes para determinar a melhor concentracdo
do complexo de cobre Lu 54 permitiram identificar que a concentragdo inibitéria minima (CIM)
foi equivalente a 250 ug/mL, enquanto a concentracdo de 125 ug/mL foi a mais efetiva para a
conjugacdo, uma vez que ndo houve diferenga significativa na redugdo da contagem de E. coli
(p=0,42) ou Salmonella Heidelberg (p=0,46), e desta forma, ndo interferiu nos resultados das
conjugagdes. Nessa concentragdo, tivemos uma contagem de 6,71+0,30 log UFC/mL no controle
e 6,84+0,37 log UFC/mL no teste com o Lu 54 em £. coli, ja no teste com S. Heidelberg 6,81+0,58

log UFC/mL e 7,00+0,52 log UFC/mL no controle e teste, respectivamente.
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O método de conjugagdo 1 foi selecionado para os testes com o Lu54 pela efetividade na

producdo de transconjugantes. O uso deste complexo de cobre mostrou eficiéncia no controle do
processo de conjugacdo uma vez que houve redugdo na FCR de 2,2 para 0,3% no teste tradicional,
de 8,2 para 1,7% na conjugacdo com SL e 6,2 para 0,9% com a presenga de C.J, equivalentes a
uma redugdo de 7,3, 4,8 e 6,9 vezes, respectivamente. Os valores absolutos encontrados também

mostraram diferencga estatistica nas contagens de transconjugantes de 6,1 para 5,2 log UFC/mL na

conjugacdo tradicional, 6,5 para 6,0 log UFC/mL na presenga de SL e de 6,5 para 5,6 log UFC/mL

com suplementacdo de C.J (GRAFICO 3).

O m
—_ ® Doadora
—" T8
g 8= 756 756 ? 'E'” 00114 B Receptora

p:0, p<0.0001
L ¢ § p<0.0001 e — A Transconjugante (T)
> 7= 6.5
_3 & i 6,0 } ¥ Transconjugante (SL)
= 5,
g 6= “‘ 52 copes z%f FCR:B!Z%I & Transconjugante (CJ)
= FCRa2 2% FCR=1,7% I
€ 5l ’ FCR=0,9%
3 FCR=0,3%

4 || | | ] 1 1 1 ] 1 1 ]
ST CT ST CT ST CT ST CT ST CT
GRAFICO 3 Comparacdo das contagens e frequéncia de conjugacio obtidas nas conjugacdes

com e sem tratamento com 125 ug/mL de Lu54 [Cu(Clmp)(mftpy)](PFs)a.
ST: Sem tratamento Lu54; CT: Com tratamento Lu54; T: tradicional; SL: Soro de leite; CJ: chicken juice.
FCR: Frequéncia da conjugacio da receptora em percentual. p<0,0001 ¢ p=0,0114, diferenga estatistica

pelo Teste T na comparagdo com ¢ sem tratamento com Lu54.
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Analises moleculares. As analises moleculares evidenciaram a presenc¢a do gene blarem em todas
as colonias submetidas a PCR, de todas as metodologias testadas e também no tratamento com o
complexo Lu54 (FIG 1). Esse resultado confirma de forma genotipica a conjugagdo ja verificada

nos métodos fenotipicos.

M

C+12 3 4 56 7 B 51011121314 121617 1E
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FIG 1 Gel de eletroforese confirmando a presenga do gene blarpy nas transconjugantes de £.coli.

M: marcador de peso molecular 100 pb; C+: controle positivo - cepa de S. Heidelberg com blaren de 643

pb; C-: Controle negativo; 1 a 35: colonias de E. coli transconjugantes positivas para o gene blapy

DISCUSSAO

O aumento da resisténcia a antimicrobianos (RAM) tem se tornado cada vez mais um problema de
saude publica global, o que faz urgente a busca por conhecimentos mais aprofundados acerca dos
mecanismos que afetam e estimulam esse fendmeno e também a busca por novas alternativas de
controle (23). Neste contexto, a conjugacdo ¢ a forma de recombinagdo e dissemina¢do de RAM

mais frequente nas bactérias e da-se pela transferéncia de um gene da bactéria doadora para a
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receptora por meio de contato direto (12). Essa transferéncia inicia-se no citoplasma, onde o
relaxossomo se liga a origem de transferéncia (ori7) presente no DNA e, entdo, a proteina de
acoplamento (T4CP) guia o complexo relaxossoma-oriT para o sistema de secre¢cdo do tipo IV
T4SS presente na membrana, por onde a fita de DNA sai da bactéria doadora e passa para a
receptora através do pili (24, 25).

A transferéncia por conjugacdo pode ocorrer em diferentes momentos, meios e superficies,
como a microbiota intestinal (12), solo (26), condi¢gdes aquaticas (27) e biofilmes microbianos
(28). Nao ha uma metodologia definida para determinar a transferéncia de gene de resisténcia por
conjugagdo, o que estimulou essa investigacdo sobre as diferencas nas transferéncias do blareum
tanto em meio liquido (em diferentes momentos) quanto em solido.

A conjugac¢do em meio liquido provavelmente favorece a maior exposi¢do e contato
imediato entre as bactérias, o que potencializa o processo, conforme identificamos no método 1,
que foi o mais eficiente. Este método também se diferenciou por utilizar o processo de agitacdo,
que, além da aerag@o, pode melhorar o acesso aos nutrientes e aumentar a frequéncia de colisdes
celulares, como demonstraram Headd & Bradford (29), que também observaram que, de modo
geral, houve maior frequéncia de conjugacdo em culturas agitadas do que ndo agitadas, embora
uma agitagdo vigorosa possa fazer com que haja rompimento do pili conjugativo. No entanto, a
manutengdo dessas bactérias de um dia para o outro e, retirando a agitagdo moderada (conjugacgio
3), pode reduzir a frequéncia de conjugag¢do (FC) por oscilagdes extrinsecas e intrinsecas
decorrentes do meio de manutengdo, do metabolismo e da fisiologia bacteriana, como o estresse
causado pelo aumento da osmolaridade, reducio da disponibilidade nutricional e alteragdes de pH

do meio (30, 31, 32).
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Constatamos que as frequéncias médias de conjugagdo em meio solido/overnight
apresentaram taxas inferiores a 1% e, portanto, inferiores aos outros métodos. Ao fixar as bactérias
em um espago/membrana, a conjugacao fica restrita as células vizinhas e a motilidade celular fica
reduzida quando comparada a meios liquidos, o que pode dificultar a frequéncia das trocas génicas.
Adicionalmente, em relagdo ao periodo de incubagdo, nossos resultados corroboram trabalhos
anteriores que determinaram redugdes de FC expressivas em experimentos com tempo de contato
entre 16-24 horas em relag@o aqueles com tempo inferior a quatro horas (16, 33).

Além das diferengas entre momentos e meios utilizados, € importante estabelecer as
interferéncias que a presencga de suplementos pode provocar no processo de conjugacdo. Diante
disso, o presente estudo ¢ um dos primeiros a demostrar a influéncia da presenca de soro de leite
e chicken juice — subprodutos rotineiramente encontrados em industrias de beneficiamento de
produtos de origem animal — na conjugac¢io bacteriana.

No Brasil, essa questdo ¢ ainda mais relevante, considerando que a agropecuaria esta
entre as atividades econdmicas mais importantes do pais, que ocupa a terceira posi¢do mundial na
producdo de carneos e segundo maior exportador, além de expressiva producio de leite (34). Este
protagonismo ressalta a necessidade de se produzir alimentos indcuos e entender melhor a
influéncia de subprodutos comumente presentes nas industrias beneficiadoras de carne e queijo na
transmissdo e consequente disseminagdo de genes de resisténcia.

Nesse contexto, SL e CJ se mostraram potencializadores da transferéncia do gene blarewm
por conjugagdo em meio liquido. Ambos os subprodutos utilizados nesse estudo sdo ricos em
nutrientes, como carboidratos, lipideos e proteinas (18, 35), muito utilizados pelas bactérias para
seu metabolismo (36), o que certamente propicia maior multiplicagdo, sobrevivéncia e condi¢des

para permitir que esses micro-organismos expressem seu potencial. No entanto, outras
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circunstancias também podem influenciar na atuagio das bactérias, como tempo de incubagio,
densidade celular, espécies utilizadas, propor¢do entre doadora e receptora, temperatura e
alteragdes em pH (16).

Pallares-Vega ef al. (37) constataram que temperaturas a 25°C, ou menos, € meios pouco
nutritivos podem diminuir o nimero de eventos conjugativos. Situagdo semelhante ocorre quando
ha aumento da densidade de doadoras em relagdo a receptoras (38). Ja o fato de as bactérias
doadoras e receptoras pertencerem a mesma espécie, quando em propor¢do 1:1, tanto em meio
liquido quanto em filtro, pode provocar aumento na frequéncia de transferéncia de plasmideos. O
mesmo estudo também observou que, embora a frequéncia de transferéncia tenha sido similar tanto
em trés quanto em 16 horas, a tendéncia foi menor no periodo mais longo (33).

Em relag@o a influéncia do pH no processo de conjugacgio, nosso estudo deixou claro que
a reducdo para valores entre 5,2 e 6,5 na presenga de SL intensificou a transferéncia do gene
blatem, enquanto a alcalinizagdo provocou menor produgdo de transconjugantes. Em caldo
contendo pH 5,0, na temperatura de 37°C, os micro-organismos obtém resisténcia parcial ao acido
em cinco minutos e completa resisténcia em 10 minutos, o que ndo ocorre em pH superior a 6,5.
Essa habituagdo requer a sintese de proteinas e, quando comparado a organismos cultivados em
pH 7,0, aqueles crescidos em pH 5,0 possuem maiores quantidades de proteinas, em especial as
proteinas citoplasmaticas, que podem estar envolvidas na protecdo da célula contra danos acidos
ou no reparo do DNA (39). Por outro lado, pH proximo a 8,0 pode caracterizar uma condigdo de
estresse alcalino, que em um estudo conduzido por Cortés ef al. (40) representou um decréscimo
de 36% nas taxas especificas de crescimento de £. coli quando comparadas aquelas em pH de 7,2.
Adicionalmente, Van Wonterghem e al. (32) destacaram que a diminui¢do do pH (de 7,6-8,0 para

~7,4) pode impulsionar a conjugagdo. E ressaltam que a dependéncia do pH foi observada na
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transferéncia de alguns plasmideos, sendo considerados 6timos para a conjugagdo, pHs em torno
de 6,0-7.5.

Ainda nesse sentido, o fato de a transferéncia do gene blarem em meios liquidos contendo
soro de leite ser pelo menos trés vezes maior do que na sua auséncia € ainda mais preocupante,
uma vez que em fazendas leiteiras o uso de tratamentos antimicrobianos € constante, o que pode
fazer com que micro-organismos presentes no leite apresentem altos niveis de resisténcia. SL esta
abundantemente presente em muitos laticinios e, ainda, é possivel inferir que o leite cru ou
pasteurizado possa exercer a mesma tendéncia de aumento nas taxas de conjugacdo.
Adicionalmente, a utilizag@o de leite cru para a fabricagdo de queijos é uma pratica comum, e a
falta de tratamento térmico permite que um maior numero de bactérias, incluindo aquelas
provenientes de animais leiteiros e ambiente de ordenha, permanega vidvel, o que
consequentemente amplifica a presenca de genes de resisténcia e aumenta o risco de transferéncia
horizontal de genes (41, 42).

Paralelamente, o C.J também se mostrou um potencializador do processo de trocas génicas
por conjugacdo, assim como ja havia intensificado outros processos de perpetuagdo bacteriana,
como a formacao de biofilmes. Melo e al. (18) constataram que a suplementagao com C.J permitiu
a manutencdo de células viaveis e formagao de biofilmes fortes, dando suporte a ideia de que este
subproduto propicia a sobrevivéncia e permanéncia de micro-organismos na cadeia produtiva e
pode desempenhar um importante papel na seguranga alimentar.

Adicionalmente, ¢ necessario considerar que a influéncia desses subprodutos na
transferéncia génica pode ser considerado um problema de satide unica, uma vez que, caso ndo
seja feito um tratamento adequado na industria, a elimina¢do desses residuos no ambiente

amplifica ainda mais a dissemina¢cdo da RAM em um contexto ambiental, j& que animais, solo e
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organismos aquaticos também contribuem para a origem, manutengdo e propagacdo desse
fenomeno (43).

Diante do exposto, é possivel observar que a transferéncia horizontal de genes e a
resisténcia antimicrobiana sdo problemas de saude publica mundial que podem ser exacerbados
em condi¢des de beneficiamento de produtos de origem animal. A emergéncia da resisténcia aos
antimicrobianos tem levado a dificuldades em ministrar terapias eficazes e a deficiéncia em
medidas de prevengdo por higienizagdo industrial bem-sucedidas, o que requer o desenvolvimento
de novas alternativas capazes, também, de prevenir a RAM (23). Desse modo, apresentamos uma
opc¢do de controle no processo de transferéncia do blarem utilizando um complexo de cobre.

De maneira geral, o potencial antimicrobiano do cobre pode ocorrer pela geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que comprometem proteinas € DNA, ou por dano oxidativo
dos fosfolipidios da membrana bacteriana. Adicionalmente, estes metais podem interferir no
funcionamento de enzimas por competi¢do ou deslocamento de outros ions necessarios no sitio
ativo ou ligando-se covalentemente a grupos funcionais no sitio ativo, impedindo, assim, sua
funcdo e a manutengdo da viabilidade bacteriana (44, 45).

Além disso, a utilizagdo de complexos de cobre pode reduzir ou promover eventos
conjugativos. Constatamos que o uso de Lu54 foi capaz de reduzir no minimo 4,8 vezes a
transferéncia do gene blargm por conjugagdo, tanto na presenca quanto na auséncia de
suplementos. Nossos resultados sdo corroborados por Buberg et al. (46), que investigaram a
influéncia do cobre sobre a transferéncia conjugativa de plasmideo portador do gene blacmy-2
isolado de . coli produtora de betalactamase de espectro estendido (ESBL), proveniente de carne
de frango de varejo, e verificaram que houve ao menos 40% de reducgio na transferéncia quando

comparado ao controle. Justificaram a reducdo, pela presencga do cobre, que € capaz de provocar

53



1124

1125

1126

1127

1128

1129

1130

1131

1132

1133

1134

1135

1136

1137

1138

1139

1140

1141

1142

1143

1144

1145

1146

distarbios na fun¢do da maquinaria conjugativa da doadora pela reducdo da expressdo génica de
traB e nikB, dois genes importantes, responsaveis pela capacidade de mobilizar e transferir
plasmideos de uma cepa a outra. No entanto, tais resultados contrastam com um estudo que utilizou
como doadora E. coli K-12 portadora do plasmideo RP4, que carrega resisténcia a kanamicina, a
ampicilina e a tetraciclina e como receptora Pseudomonas putida KT2440. A utilizagdo de Cu®
provocou maior producdo de ROS, expressdo de proteinas envolvidas no estresse oxidativo e
aumento da permeabilidade da membrana da doadora e receptora, o que promoveu maior
transferéncia génica por conjugacado (45). Tais divergéncias sdo provavelmente devido a diferentes
concentragdes e composigdes do metal, diferencas nas condi¢des experimentais, espécies
bacterianas e plasmideos associados, assim como genes e proteinas envolvidos na conjugagao.

A partir dos resultados, concluiu-se que a presenga de soro de leite e chicken juice, que
mimetizam condi¢des industriais, € capaz de estimular a transferéncia do gene blatem por
conjugagdo, e a metodologia usando meio liquido, poucas horas de incubagao e agitagdo € a mais
eficaz para ocorréncia deste evento. Além disso, o emprego do complexo
[Cu(Clmp)(mftpy)](PFs)2 demonstrou ser uma alternativa promissora para o controle de trocas
génicas e mitigagdo da resisténcia antimicrobiana, especialmente em ambientes industriais de

beneficiamento de produtos de origem animal.

MATERIAL E METODOS

Chicken juice (CJ) e soro de leite (SL). A obtencdo do chicken juice ocorreu como descrito por
Brown et al. (47), com modificagdes. O exsudato de frango foi coletado a partir de frango
comercial congelado e descongelado em temperatura ambiente. Posteriormente, o sumo do frango

foi centrifugado por pelo menos trés vezes a 14.000 rpm por 10 minutos, a 4°C, para eliminar as
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particulas grandes, e o sobrenadante foi esterilizado por filtragdo em membrana com poro de 0,22
um (Kasvi®, Parana, Brasil). De modo semelhante, ocorreu a preparacao e a esterilizagdo do soro

de leite coletado a partir de queijo Minas frescal. Ambos os suplementos foram estocados a -20°C.

Complexo de cobre Lu 54. O complexo de cobre [Cu(Clmp)(mftpy)](PFs): utilizado neste
experimento, denominado Lu54, foi produzido pelo Instituto de Quimica da Universidade Federal
de Uberlandia e possui os ligantes Clmp (4-cloro-N-(piriridina-2-metileno)anilina) e mftpy (4-
metilfenilterpiridina), que foram sintetizados e caracterizados por analise elementar,
espectrometria de massa de alta resolucdo, espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier, ultravioleta-visivel e espectroscopia de ressondncia paramagnética eletronica. Nesse
complexo, os ions Cu(Il) adotam uma geometria piramidal quadrada, envolvendo os trés atomos
de nitrogénio do ligante mftpy e dois 4&tomos de nitrogénio de Clmp. Em ambos os casos, dois

anions PFs atuam como contra ions (48).

Determinacio da concentrag¢io alvo de LuS4. A CIM do complexo de cobre Lu 54 foi determinada
utilizando o método de microdilui¢do em caldo (49). Resumidamente, foram testadas inicialmente
as concentragdes de 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 pg/mL. As suspengdes bacterianas foram
preparadas em uma concentragdo correspondente a 0,5 na escala de MacFarland, inoculadas em
microplacas contendo caldo Muller Hinton (Kasvi®, Parana, Brasil) com o complexo de cobre nas
diferentes concentra¢des e, em seguida, foram incubadas a 37°C por 24 horas. Para o controle
negativo, foi utilizado meio de cultura sem adi¢do de bactérias; e para o controle positivo, foi
utilizado meio de cultura com adi¢do das bactérias S. Heidelberg e £. coli J53 sem adi¢do do

complexo.
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Os pogos contendo concentragdes inferiores a CIM foram quantificados por método de
contagem em placas objetivando verificar a maior concentragdo do Lu54 que ndo exerceu atividade
bactericida frente as cepas de Salmonella e E. coli. Isso, devido a necessidade de selecionar a maior
concentragdo que permitisse a sobrevivéncia das células e, assim, avaliar seu efeito na conjugagio.

Todos os ensaios foram realizados em trés réplicas e trés repetigdes.

Conjugacio bacteriana. Foram testados trés protocolos de conjugacdo distintos e selecionado
para os testes com o complexo de cobre Lu54 aquele que apresentou a maior frequéncia de
conjugacao.

Em todos os protocolos, foi utilizado como cepa doadora Salmonella enterica Heidelberg
(SH), que apresenta pili sexual, e o gene blarem plasmidial, que codifica resisténcia a classe de
antimicrobianos B-lactdmicos, como a ampicilina. S. Heidelberg foi previamente isolada de cama
de frango de corte em 2018, caracterizada por MELO et al. (50), e depositada no banco de cepas
do Laboratorio de Epidemiologia Molecular da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia. Como receptora, foi utilizada a cepa de F. coli J53AzR (J53),
que possui resisténcia a azida sddica e ndo possui o gene blarris, sendo sensivel a ampicilina.

As cepas de SH e J53 foram reativadas em caldo de pré-enriquecimento infusdo de cérebro
e coragdo (BHI, Sigma-Aldrich®, Missouri, EUA) a 37°C por pelo menos seis horas e, em seguida,
repicadas individualmente em éagar Tripitic Soy Agar (TSA - Biokar®, Allone, Franga), com
incubacgdo a 37°C por pelo menos 18 horas (51).

Os protocolos de conjugacdo testados seguiram metodologias propostas por Rodriguez &
Fernandez (52), com adaptagdes. Resumidamente, aproximadamente cinco coldnias de cada cepa
(doadora e receptora) foram selecionadas e inoculadas separadamente em tubos Falcon estéreis,

contendo 3 mL de caldo Luria Bertani (LB-Neogen®, Michigan, EUA) e incubadas a 37°C, em
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agitador orbital com rotagdo de 60 rpm, por aproximadamente trés horas. Apos a incubagdo, foi
aferida a absorbancia (D.O.s00nm), em leitora de microplaca (Perlong DNM-9602, Nanjing, China),
para constatar se atingiu a fase exponencial (D.O.s00nm = 0,4 2 0,5).

Os cultivos das cepas doadora e receptora foram submetidos individualmente a diluigdo
decimal seriada (10! a 10°®) em superficie em agar MacConkey (MC, Biokar®, Allone, Franca),
enriquecido com 90 pug/mL de ampicilina para o crescimento de SH e 160 pg/mL de azida sddica
paraJ53, a fim de expressarem fenotipicamente sua resisténcia. As placas foram incubadas a 37°C,
por 24 horas, quando foi realizada a contagem do numero de coldnias.

Para o protocolo de conjugagdo 1, foi realizada a jung¢@o, ou seja, a cocultura (propor¢io
1:4) de SH e J53 em um volume final de ImL. Paralelamente, o mesmo processo foi realizado,
porém acrescentando 5% do SL ou de CJ (50 uL) em 190 uL da cepa doadora e 760 uL. da receptora
previamente cultivadas em LB. Finalmente, os tubos contendo as coculturas, com e sem adi¢éo de
SL e CJ, foram submetidos a incubagdo a 37°C em agitagdo lenta (20 rpm) por trés horas.

O protocolo de conjugagdo 2 utilizou meio solido. Resumidamente, membranas em éster
de celulose de 0,22 micrometros foram dispostas sobre agar LB distribuido em placas de cultivo
celular de seis pocos. Em seguida, 200 puL. da cocultura previamente obtida na conjugagdo 1, com
e sem a adi¢do de 5% SL ou CJ foram adicionados sobre a membrana. As placas foram incubadas
a 37°C overnight.

Ja para o protocolo de conjugag@o 3, inicialmente foi realizado procedimento idéntico ao
protocolo de conjugacdo 1 e ap0s as trés horas de conjugac¢do, um volume de 400 uL foi transferido
para 1600 puL de caldo LB em frasco estéril com proposito de renovar o meio de cultura, seguido
de incubagdo a 37°C overnight sem agitagdo. Esse mesmo procedimento foi realizado com meio

LB suplementado com 5% de SL ou CJ mantendo a propor¢édo 1:4.
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata e em trés repetigdes.

Identificacio das transconjugantes. A frequéncia de transferéncia da resisténcia aos [-
lactamicos foi investigada pela determinacdo da aquisi¢do do gene blartem por método fenotipico
e molecular.

Para a confirmag@o fenotipica, apos os ensaios de conjugagdes, os cultivos foram
submetidos a dilui¢do decimal seriada (10! a 10-%), semeados na superficie de agar MacConkey
transconjugante (MCT) e incubados a 37°C por 48 horas. O MCT consiste na suplementagdo do
agar MacConkey (Kasvi®, Parana, Brasil) com 90 ug/mL de ampicilina e 160 ug/mL de azida
sodica.

No caso da conjugagao 2, que utilizou meio solido, a identificac¢do fenotipica ocorreu apos
submersdo da membrana em 20 mL de solucdo salina para a ressuspensdo da massa celular, além
da diluicdo seriada e semeadura em placas de MCT, seguido dos procedimentos ja descritos
anteriormente.

A selecdo das transconjugantes foi determinada pelo crescimento de coldnias nas placas de

MCT, ja que somente as linhagens de F. coli J53 AzR que adquiriram o gene de resisténcia blarem
apresentam resisténcia aos dois antimicrobianos, além de haver inibicdo do crescimento de S.
Heidelberg devido a presenca de azida sodica.

Adicionalmente a identificagdo fenotipica, foi realizada a confirmagdo, por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) convencional, da aquisicio do gene blargm plasmidial pelas
transconjugantes. Cinco coldnias transconjugantes de cada um dos testes foram selecionadas para
a PCR. Para isso, as coldnias foram individualmente repicadas em caldo BHI, seguida da

incubagdo a 37°C overnight. O DNA foi extraido utilizando-se o kit Wizard Genomic DNA

58



1240

1241

1242

1243

1244

1245

1246

1247

1248

1249

1250

1251

1252

1253

1254

1255

1256

1257

1258

Purification (Promega, Wisconsin, EUA), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. A
reacdo de PCR foi preparada em um volume final de 25 pL, utilizando o kit Master Mix Promega,
nas condi¢des de amplificagdo e primers descritos na TABELA 2. Os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, utilizando o tampao TBE 0,5x (Invitrogen,
Massachusetts, EUA) e, como padrdo de peso molecular, o marcador de 100 bp (Invitrogen,

Massachusetts, EUA).

TABELA 2 Primers e condigdes utilizados para identificar a presenca do gene blarm.

Peso
Gene Sequéncia 5°— 3’ Condi¢oes PCR DNA Referéncia
Molecular
95°C — 5 min; 50°C — 45
CAGCGGTAAGATCCTTGAGA 10
blarem 643 pb seg; 72°C 90seg; 72°C (53)
ACTCCCCGTCGTGTAGATAA ng

10min

Complexo Lu54 na frequéncia de conjugacio. Apos a realizacdo dos trés diferentes protocolos
de conjugacdo foi selecionado o que apresentou as maiores frequéncias de conjugagdo para o
tratamento com 100 pulL do complexo Lu54. A concentragdo utilizada foi a pré-estabelecida, inferior
a CIM, em que nd3o obtivemos diferenca estatistica com os controles, de modo a ndo exercer

atividade bactericida.

Frequéncia de conjugacio. A eficiéncia da conjugacdo foi mensurada pelo célculo da frequéncia
de conjugacio pela receptora (FCR), que ¢ razdo do niumero de coldnias transconjugantes no fim
do processo de conjugacdo em relagdo ao numero de receptores no inicio do processo,

contabilizadas pelo valor médio de repeti¢des de cada tratamento. Foram selecionadas placas
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referentes as diluigdes com crescimento entre 25 e 250 colonias (54). Os célculos foram realizados
separadamente para as conjugacdes com e sem adi¢do de SL e CJ e também para aquelas com o
tratamento com o complexo de cobre Lu54.

FCR Média do namero de colbnias de transconjugantes

Média do namero de coldnias de receptoras

Avaliacio de pH. A avaliag¢do do pH foi realizada utilizando pHmetro MS mPA210 (Tecnopon,
Sdo Paulo, Brasil) previamente calibrado e ocorreu nos meios de conjugag¢do liquidos (protocolos
1 e 3), sendo a primeira mensuragdo (0 hora) realizada imediatamente apds a jungdo de doadora e
receptora; a segunda (3 horas), ap6s o fim da conjugag@o 1; e a terceira no dia seguinte (overnight),
apos o fim da conjugacdo 3. Todos os procedimentos foram realizados com e sem adigdo de SL e
CJ.

Os testes foram realizados em triplicata e duas repetigdes.

Analise estatistica dos resultados. Os dados foram tabulados, transformados em /og e submetidos
a analise de normalidade. A analise de variancia, ANOVA, foi utilizada para comparar os ensaios
das repeti¢gOes e possiveis diferencas nos valores obtidos. Para comparagdo de duas variaveis foi
utilizado o teste de T. Todas as analises foram realizadas com o programa GraphPad Prism 8.0

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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ANEXO1

Normas do peridodico Microbiology Spectrum — Capitulo 2

Research Articles

Research Articles are limited to 5,000 words and should advance our understanding of any area
of microbial research or allied fields. These articles should include the elements described in this
section. Title, running title, byline, affiliation line(s), and corresponding author. Each
manuscript should present the results of an independent, cohesive study; thus, numbered series
titles are not allowed. Avoid the main title/subtitle arrangement, complete sentences, and
unnecessary articles. Indicate the specific organisms under study in the title or abstract as
appropriate. On the title page, include the title, the running title (not to exceed 54 characters and
spaces), the name of each author, all authors’ affiliations at the time the work was performed, the
name(s) and e-mail address(es) of the corresponding author(s), and a footnote indicating the
present address of any author no longer at the institution where the work was performed. Place a
number sign (#) in the byline after the affiliation letter(s) of the author to whom inquiries
regarding the paper should be addressed (see “Correspondent footnote™).

Indicate each author's affiliation with a superscript lowercase letter placed after the author's
surname in the byline (separate multiple affiliation letters with commas but no space). Each
affiliation should have its own line and its own superscript affiliation letter preceding it. Do not
consolidate different departments at one institution into one address with a single affiliation
letter, even if all affected authors belong to all of those departments. If more than one co-first
author is designated, authors are required to state how the order of names was decided as an
additional footnote on the title page. Please review this sample title page for guidance. Also
include on the title page the word count for the abstract and the word count for the text
(excluding the references, table footnotes, and figure legends).

Correspondent footnote. A single e-mail address for the corresponding author should be
included on the title page of the manuscript. This information will be published with the article
to facilitate communication, and the e-mail address will be used to notify the corresponding
author of the availability of proofs and, later, of the PDF file of the published article.

Two-part abstract. Research Articles have structured abstracts consisting of two sections with
their own headings: “Abstract” and “Importance.” Because the structured abstract will be
published separately by abstracting services, it must be complete and understandable without
reference to the text. Please refer to a sample structured abstract for guidance. For a discussion of
how to evaluate the importance of a piece of research. see the essay by A. Casadevall and F. C.
Fang (Important Science—It’s All About the SPIN, Infect Immun 77:4177-4180, 2009). The
Abstract section should be no more than 250 words and should concisely summarize the basic
content of the paper without presenting extensive experimental details. The Importance section
should be no more than 150 words and should provide a nontechnical explanation of the
significance of the study to the field. Avoid abbreviations and references, and indicate the
specific organism under study. When it is essential to include a reference, use the format shown
under “References” below (see the “Citations in abstracts” section).
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Introduction. The introduction should supply sufficient background information to allow the
reader to understand and evaluate the results of the present study without referring to previous
publications on the topic. The introduction should also provide the hypothesis that was addressed
or the rationale for the present study. Choose references carefully to provide the most salient
background rather than an exhaustive review of the topic.

Results. In the Results section, include the rationale or design of the experiments as well as the
results; reserve extensive interpretation of the results for the Discussion section. Present the
results as concisely as possible in one or more of the following: text, table(s), or figure(s). Data
in tables (e.g., cpm of radioactivity) should not contain more significant figures than the
precision of the measurement allows. lllustrations (particularly photomicrographs and electron
micrographs) should be limited to those that are absolutely necessary to show the experimental
findings. Number figures and tables in the order in which they are cited in the text, and be sure to
cite all figures and tables.

Discussion. The Discussion section should provide an interpretation of the results in relation to
previously published work and to the experimental system at hand and should not contain
extensive repetition of the Results section or reiteration of the introduction. In short papers, the
Results and Discussion sections may be combined.

Materials and Methods. The Materials and Methods section should include sufficient technical
information to allow the experiments to be repeated. When centrifugation conditions are critical,
give enough information to enable another investigator to repeat the procedure: make of
centrifuge, model of rotor, temperature, time at maximum speed, and centrifugal force (x g rather
than revolutions per minute). For commonly used materials and methods (e.g., media and protein
concentration determinations), a simple reference is sufficient. If several alternative methods are
commonly used, it is helpful to identify the method briefly as well as to cite the reference. For
example, it is preferable to state “cells were broken by ultrasonic treatment as previously
described (9)” rather than to state “cells were broken as previously described (9).” This allows
the reader to assess the method without constant reference to previous publications. Describe
new methods completely and give sources of unusual chemicals, equipment, or microbial strains.
When large numbers of microbial strains or mutants are used in a study, include tables
identifying the immediate sources (i.e., sources from whom the strains were obtained) and
properties of the strains, mutants, bacteriophages, and plasmids, etc.

A method or strain, etc., used in only one of several experiments reported in the paper may be
described in the Results section or very briefly (one or two sentences) in a table footnote or
figure legend. It is expected that the sources from whom the strains were obtained will be
identified. As noted on ASM Journals' Data Policy page, a paragraph dedicated to new accession
numbers for nucleotide and amino acid sequences, microarray data, protein structures, gene
expression data, and MycoBank data should appear at the end of Materials and Methods with the
paragraph lead-in "Data availability." Please also provide references (with URLSs) for the
accession numbers.

Acknowledgments. Statements regarding sources of direct financial support (e.g., grants,
fellowships, and scholarships, etc.) should appear in the Acknowledgments. A funding statement
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indicating what role, if any, the funding agency had in your study (for example, “The funders
had no role in study design, data collection and interpretation, or the decision to submit the work
for publication.”) may be included. Funding agencies may have specific wording requirements,
and compliance with such requirements is the responsibility of the author. In cases in which
research is not funded by any specific project grant, funders need not be listed, and the following
statement may be used: “This research received no specific grant from any funding agency in the
public, commercial, or not-for-profit sectors.” Statements regarding indirect financial support
(e.g., commercial affiliations, consultancies, stock or equity interests, and patent-licensing
arrangements) are also allowed. It is the responsibility of authors to provide a general statement
disclosing financial or other relationships that are relevant to the study. Recognition of personal
assistance should be given as a separate paragraph, as should any statements disclaiming
endorsement or approval of the views reflected in the paper or of a product mentioned therein.

In addition to acknowledging sources of financial support in the manuscript, authors should list
any sources of funding in response to the Funding Sources question on the online submission
form, providing relevant grant numbers where possible, and the authors associated with the
specific funding sources. In the event that your submission is accepted, the funding source
information provided in the submission form may be published, so please ensure that all
information is entered accurately and completely. (It will be assumed that the absence of any
information in the Funding Sources fields is a statement by the authors that no support was
received.) Authors may include a statement that specifies contributor roles as a separate
paragraph in the Acknowledgments section. ASM encourages transparency in authorship by
publishing author contribution statements using the CRediT taxonomy as recommended

by NISO. For some manuscript types, authors have the option of assigning CRediT roles during
the online submission process.

References. In the reference list, references are numbered in the order in which they are cited in
the article (citation-sequence reference system). In the text, references are cited parenthetically
by number in sequential order. Data that are not published or not peer reviewed are simply cited
parenthetically in the text (see section ii below).

(i) References listed in the References section. The following types of references must be listed
in the References section:

o Journal articles (both print and online)

e Books (both print and online)

e Book chapters (publication title is required)
o Patents and patent applications

o Theses and dissertations

e Published conference proceedings

e Meeting abstracts, posters, and presentations
e Letters (to the editor)

e Company publications

o In-press journal articles, books, and book chapters
o Data sets

e Code
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Provide the names of all the authors and/or editors for each reference; long bylines should not be
abbreviated with “et al.” All listed references must be cited in the text. Abbreviate journal names
according to the PubMed Journals Database (National Library of Medicine, National Institutes of
Health), the primary source for ASM style. Do not use periods with abbreviated words. The
EndNote output style for ASM Journals’ current reference style can be found

at https://endnote.com/style _download/american-society-for-microbiology-asm-journals-2/; save
it to your EndNote Styles folder (it should replace any earlier output styles for ASM journals [all
ASM journals use the same reference style]). Note that DOIs are not needed for most references.
ASM copy editors will automatically insert DOIs on all references in the CrossRef and PubMed
databases during copyediting. URLs for government reports and other references not indexed in
these databases should be provided if desired; URLSs for citations of database accession numbers
and code/software should be provided by you.

Follow the styles shown in the examples below.

1. Caserta E, Haemig HAH, Manias DA, Tomsic J, Grundy FJ, Henkin TM, Dunny GM.
2012. In vivo and in vitro analyses of regulation of the pheromone-
responsive prg( promoter by the PrgX pheromone receptor protein. J Bacteriol
194:3386-3394.

2. Bina XR, Taylor DL, Vikram A, Ante VM, Bina JE. 2013. Vibrio cholerae ToxR
downregulates virulence factor production in response to cyclo(Phe-Pro). mBio
4:¢00366-13.

3. Winnick S, Lucas DO, Hartman AL, Toll D. 2005. How do you improve compliance?
Pediatrics 115:¢718—e724.

4. Falagas ME, Kasiakou SK. 2006. Use of international units when dosing colistin will
help decrease confusion related to various formulations of the drug around the world.
Antimicrob Agents Chemother 50:2274-2275. (Letter.) { “Letter ” or “Letter to the
editor” is allowed but not required at the end of such an entry.}

5. Cox CS, Brown BR, Smith JC. J Gen Genet, in press.* {Article title is optional; journal
title is mandatory.}

6. Forman MS, Valsamakis A. 2011. Specimen collection, transport, and processing:
virology, p 1276-1288. In Versalovic J, Carroll KC, Jorgensen JH, Funke G, Landry ML,
Warnock DW (ed), Manual of clinical microbiology, 10th ed, vol 2. ASM Press,
Washington, DC.

7. da Costa MS, Nobre MF, Rainey FA. 2001. Genus I. Thermus Brock and Freeze 1969,
295,AL emend. Nobre, Triiper and da Costa 1996b, 605, p 404-414. In Boone DR,
Castenholz RW, Garrity GM (ed), Bergey’s manual of systematic bacteriology, 2nd ed,
vol 1. Springer, New York, NY.

8. Fitzgerald G, Shaw D. /n Waters AE (ed), Clinical microbiology, in press. EFH
Publishing Co, Boston, MA.* {Chapter fitle is optional.}

9. Green PN, Hood D, Dow CS. 1984. Taxonomic status of some methylotrophic bacteria, p
251-254. In Crawford RL, Hanson RS (ed), Microbial growth on C; compounds.
Proceedings of the 4th International Symposium. American Society for Microbiology,
Washington, DC.

10. Rotimi VO, Salako NO, Mohaddas EM, Philip LP. 2005. Abstr 45th Intersci Conf
Antimicrob Agents Chemother, abstr D-1658. {Abstract title is optional.}
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11. Smith D, Johnson C, Maier M, Maurer JJ. 2005. Distribution of fimbrial, phage and
plasmid associated virulence genes among poultry Salmonella enterica serovars, abstr P-
038, p 445. Abstr 105th Gen Meet Am Soc Microbiol. American Society for
Microbiology, Washington, DC. {4bstract title is optional.}

12. Garcia CO, Paira S, Burgos R, Molina J, Molina JF, Calvo C, Vega L, Jara LJ, Garcia-
Kutzbach A, Cuellar ML, Espinoza LR. 1996. Detection of Salmonella DNA in synovial
membrane and synovial fluid from Latin American patients using the polymerase chain
reaction. Arthritis Rheum 39(Suppl 9):S185. {Meeting abstract published in journal
supplement.}

13. O’Malley DR. 1998. PhD thesis. University of California, Los Angeles, CA. {Title is
optional.}

14. Stratagene. 2006. Yeast DNA isolation system: instruction manual. Stratagene, La Jolla,
CA. {Use the company name as the author if none is provided for a company
publication.}

15. Odell JC. April 1970. Process for batch culturing. US patent 484,363,770. {Include the
name of the patented item/process if possible; the patent number is mandatory.}

16. Harrison F, Roberts AEL, Gabrilska R, Rumbaugh KP, Lee C, Diggle SP. 2015. A 1,000-
year-old antimicrobial remedy with antistaphylococcal activity. mBio 6:e01129-15.
{Original article that describes how data submitted to a database were generated. }

17. Harrison F, Roberts AEL, Gabrilska R, Rumbaugh KP, Lee C, Diggle SP. 2015. Data
from "A 1,000-year-old antimicrobial remedy with antistaphylococcal activity." Dryad
Digital Repository https://doi.org/10.5061/dryad. mn17p. {Citation for the database
where the data in the previous reference were deposited; the URL is necessary. }

18. Wang Y, Rozen D. 2016. Colonization and transmission of the gut microbiota of the
burying beetle, Nicrophorus vespilloides, through development.
bioRxiv https://doi.org/10.1101/091702.

*A reference to an in-press ASM publication should state the control number (e.g., Microbiology
Spectrum00001-21) if it is a journal article or the name of the publication if it is a book.

In some online journal articles, posting or revision dates may serve as the year of publication; a
DOI (preferred) or URL is required for articles with nontraditional page numbers or electronic

article identifiers.

Magalon A, Mendel RR. June 2015, posting date. Biosynthesis and insertion of the molybdenum
cofactor. EcoSal Plus 2015 https://doi.org/10.1128/ecosalplus. ESP-0006-2023.

Note: a posting or accession date is required for any online reference that is periodically updated
or changed.

Citations of accepted ASM manuscripts (articles from other, issue-based ASM journals that are
published ahead of the issue) should look like the following example.*

Wang GG, Pasillas MP, Kamps MP. 15 May 2006. Persistent transactivation by Meis] replaces
Hox function in myeloid leukemogenesis models: evidence for cooccupancy of Meis1-Pbx and
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*ASM journals stopped publishing accepted manuscripts in the spring of 2022.

Other journals may use different styles for their publish-ahead-of-print manuscripts, but citation
entries must include the following information: author name(s), posting date, title, journal title,
and volume and page numbers and/or DOIL The following is an example:

Zhou FX, Merianos HJ, Brunger AT, Engelman DM. 13 February 2001, posting date. Polar
residues drive association of polyleucine transmembrane helices. Proc Natl Acad Sci U S A
https://doi.org/10.1073/pnas.041593698.

To encourage data sharing and reuse, ASM recommends reporting data sets and/or code both in a
dedicated “Data availability” paragraph and in References. The components of a complete data
citation include the following:

e Responsible party (senior author, collector, agency),

e Publication year,

e Complete name of a data set, including the name of the database or repository and its
URL, or the name of the analysis software (if appropriate), including the version and
project,

e Publisher (if appropriate), and

e Persistent unique identifier(s) (e.g., URL[s] or accession number][s]).

The following templates may be helpful.

Author. Year. Description of study topic. Retrieved from Database URL (accession no. eeeeee).
{ Unpublished raw data. }
Author. Year. Description or title of software (version). Repository URL. Retrieved day month
year. {Software or code. }

Examples follow.

Christian SL, McDonough J, Liu C-Y, Shaikh S, Vlamakis V, Badner JA, Chakravarti A,
Gershon ES. 2002. Data from “An evaluation of the assembly of an approximately 15-Mb region
on human chromosome 13q32-q33 linked to bipolar disorder and schizophrenia.”

GenBank https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF339794 (accession no. AF339794).
{Accession number. }

Sun Z. 2013. Reprocessed: in-depth membrane proteomic study of breast cancer tissues.
ProteomeXchange http://proteomecentral proteomexchange.org/cgi/GetDataset?ID=RPXD00066
5 (accession number requested). { Unassigned accession number. }

Hogle S. 2015. Supplemental material for Hogle et al. 2015 mBio.

figshare https://doi.org/10.6084/m9.figshare.1533034.v1. Retrieved 16 March 2017. {Code
and/or software. }
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