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Resumo

Arcobacter butzleri é considerado o quarto agente de Campylobacter-like organism isolado a
partir de amostras diarreicas em humanos. As fluoroquinolonas sao normalmente utilizadas na
primeira linha de tratamento de infecbes severas causadas por Arcobacter spp.. A elevada
frequéncia de resisténcia a esta classe de antibioticos observada em A. butzleri podera
constituir uma grande preocupacdo para a saude publica. Assim, este trabalho tem como
objetivo avaliar os mecanismos de resisténcia as fluoroguinolonas em A. butzleri, tendo como
foco a contribuicdo de mutagdes espontaneas, bem como na sua diversidade, e no papel das
(CMI) de estirpes suscetiveis a trés fluoroquinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina e
moxifloxacina). Através do ensaio de flutuacao foi determinada uma taxa média de mutacao
espontanea de 2.34x10° + 1.72x10° para todas as estirpes de A. butzleri estudadas.
Posteriormente, os mutantes foram avaliados pela determinacdo da concentracdo minima
quinolonas (RDRQ) dos genes gyrA e gyrB através da amplificacdo e sequenciacao destas
regides. Todos os mutantes avaliados apresentaram resisténcia as fluoroquinolonas, tendo sido
identificadas trés mutacdes pontuais, uma ja descrita para esta resisténcia em A. butzleri, a
mutacao Thr85lle (C254T), e duas novas mutacdes nunca descritas em A. Butzleri, Asp89Asn e
Asp89Gli (G265A e A266G respetivamente) na RDRQ da gyrA, associada a resisténcia, mas sem
correlacao com o valor de CMI. A influéncia do gene gyrB na resisténcia as fluoroquinolonas em
A. butzleri foi também estudada, porém nao foi verificada. Quando nao foi observada relacao
entre resisténcia e mutacao pontual no gene gyrA, os resultados sugerem um contributo das
bombas de efluxo na resisténcia as fluoroquinolonas por parte de membros de A. butzleri. A
transformacdo de uma estirpe suscetivel permitiu validar o papel da mutacdo C254T na RDRQ
do gene gyrA. Verificou-se ainda que a presenca desta mutacdo, espontanea ou por
transformacao, parece nao afetar a robustez de A. butzleri. Assim, os resultados sugerem que
as mutacoes encontradas nos codoes 85 e 89 da RDRQ da gyrA bem como a acao das bombas de

efluxo estao na base da resisténcia as fluoroquinolonas.
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Abstract

Arcobacter butzleri is the fourth Campylobacter-like organism found in human diarrhoeal
disease samples. The first line treatment for severe infections by Arcobacter spp. is based in
the use of fluoroquinolones. The high frequency of resistance to this class of antibiotics found
in A. butzleri strains could raise a significant public health concern. Thus, this work aimed to
evaluate the mechanisms of resistance to fluoroquinolone in A. butzleri, with focus in the
contribution of spontaneous mutations and their diversity, also in the contribution of efflux
pumps. Firstly, the minimal inhibitory concentration (MIC) of the susceptible strains to three
fluoroquinolones (ciprofloxacin, levofloxacin, and moxifloxacin) was determined. The
spontaneous mutation rate was then calculated by a fluctuation assay procedure, where all the
tested A. butzleri strains had an average rate of around 2.34x10° + 1.72x10°. After, the MIC
for A. butzleri mutants derived from this assay was determined, followed by the analysis of
target mutations in the quinolone resistance determining region (QRDR) of gyrA and gyrB
through amplification and sequencing of these regions. The mutants were confirmed to be
fluoroquinolone-resistant, where three different single point mutations were identified in QRDR
of gyrA, one previously described to A. butzleri the mutation Thr85Ile (C254T), and two new
mutations correlated with the fluoroquinolone resistance in A. butzleri Asp89Asn and Asp89Gli
(G265A and A266G respectively); however with no direct correlation with the MIC value was
found. The influence of gyrB in fluoroquinolone-resistance in A. butzleri was not confirmed.
Nonetheless, for the cases where no point mutation was found in the gyrA gene, the obtained
results suggest an influence of efflux pumps to fluoroquinolone-resistance. The role of C254T
point mutation in gyrA QRDR was validated by transformation of a susceptible strain. The
presence of this mutation, either arising spontaneously or by transformation, does not seem to
have a cost to the fitness of A. butzleri. In sum, the results propose the mutations found in
codons 85 and 89 of QRDR of gyrA, as well as, the action of efflux pumps as mechanisms behind

the fluoroquinolone resistance in A. butzleri strains.
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correspondem a média+desvio padrao resultante de pelo menos trés ensaios independentes. A

analise estatistica foi realizada com o teste one-way ANOVA.

Figura 8 - Custo relativo de trés estirpes de Arcobacter butzleri resistentes as fluoroquinolonas
associada a mutacao C254T (Thr85lle), provenientes, duas de mutacdes espontaneas
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apresentados sao provenientes da média+desvio padrao de pelo menos trés ensaios realizados
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Figura 9 - Formacao de biofilmes de trés estirpes de Arcobacter butzleri mutantes resistentes
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Capitulo 1 - Introducao

1.1. Género Arcobacter

Arcobacter é um género de bactérias pertencente a familia Campylobacteraceae, proposto pela
primeira vez em 1991 por Vandamme (Vandamme & De Ley, 1991; Vandamme et al., 1991),
que compreende mais dois géneros, Campylobacter e Sulfurospirillum (Ferreira el al., 2016;
Lastovica et al., 2013). Bactérias atualmente incluidas no género Arcobacter foram isoladas
pela primeira vez por Ellis et al. (1977), no Reino Unido, em Belfast, a partir de fezes de bovinos
e porcos (Ferreira et al., 2017; Snelling et al., 2006), tendo sido descritas como aerotolerantes.
Porém, a designacao Arcobacter sé foi introduzida mais tarde, em 1991, com o intuito de
reclassificar microrganismos aerotolerantes semelhantes entre si, pertencentes, até entao, ao
género Campylobacter. Assim, as espécies Campylobacter cryaerophila e Campylobacter
nitrofigilis passaram a ser denominadas Arcobacter cryaerophilus e Arcobacter nitrofigilis,

respetivamente (Collado & Figueras, 2011; Ferreira et al., 2017; Kiehlbauch et al., 1991).

As bactérias do género Arcobacter sao caracterizadas pela sua morfologia em forma de “S” ou
em espiral, por serem bactérias de Gram-negativo com motilidade via um Unico flagelo em uma
ou ambas as extremidades, por nao formarem esporos, e pela sua capacidade de formar coldnias
sem pigmentacao (Adesiji et al., 2014; Debruyne et al., 2008; Ferreira et al., 2017; Ho et al.,
2006; Lastovica et al., 2013; Lehner et al., 2005; Vandamme & De Ley, 1991; Vandamme et
al., 1992b; Vandamme et al., 1991). Estes microrganismos sao ainda caracterizados pela sua
baixa percentagem de G+C que normalmente esta compreendida entre 24,6 e 35 mol%
(Debruyne et al., 2008; Ferreira et al., 2017).

Arcobacter diferencia-se dos restantes géneros incluidos na familia Campylobacteraceae pela
sua capacidade de crescimento e sobrevivéncia num largo intervalo de temperaturas,
compreendidas entre 15 °C e 42 °C, e tolerancia a condicdes atmosféricas de aerobiose (Ferreira
et al., 2017; Ho et al., 2006; Kjeldgaard et al., 2009; Lastovica et al., 2013; Lehner et al.,
2005; Vandamme et al., 2008; Vandamme et al., 1992b). Em geral, as bactérias pertencentes
a este género crescem sob diferentes condicoes atmosféricas, tais como aerobiose,
microaerofilia e/ou anaerobiose, no entanto, a espécie A. anaerophilus é considerada a
excecdo do género devido a auséncia de flagelo e ao facto de anaerobiose ser a sua Unica forma
de respiracao (Debruyne et al., 2008; Ferreira et al., 2017; Ho et al., 2006; Lastovica et al.,
2013; Lehner et al., 2005; Sasi Jyothsna et al., 2013).

Incluido na classe Epsilonproteobacteria, Arcobacter spp. esta amplamente distribuido na
natureza como, por exemplo, em plantas, animais, humanos e na agua (Debruyne et al., 2008).
Algumas espécies sdo encontradas em produtos alimenticios de varias origens, nomeadamente
de origem animal como bovinos, suinos ou de aves de capoeira, sendo esta Ultima a principal

fonte de isolamento de Arcobacter (Ferreira et al., 2013; Ho et al., 2006). Para além disso,



este microrganismo tem sido associado a diversas infecdes bacterianas em humanos e animais
por via da patogenicidade que algumas das espécies pertencentes ao género Arcobacter
apresentam, salientando-se A. butzleri e A. cryaerophilus (Ferreira et al., 2017; Ho et al.,
2006).

Até a data, sdo conhecidas 27 espécies pertencentes ao género Arcobacter (Diéguez et al.,
2018; Pérez-Cataluna et al., 2018; Tanaka et al., 2017; Vicente-Martins et al., 2018).

1.2. Arcobacter butzleri

A espécie Arcobacter butzleri foi isolada pela primeira vez por Kiehlbauch e seus colaboradores
em 1991 a partir de humanos e animais diagnosticados com doenca diarreica, sendo entao
denominada por Campylobacter butzleri (Kiehlbauch et al., 1991). Mais tarde, esta espécie foi
renomeada e designada como Arcobacter butzleri (Vandamme et al., 1992b). Esta espécie tem
sido descrita em varios estudos como o quarto Campylobacter-like organism mais frequente em
amostras de fezes diarreicas humanas (Buicker et al., 2009; Collado & Figueras, 2011; Ferreira
et al., 2014; Ho et al., 2006; Prouzet-Mauléon et al., 2006; Vandenberg et al., 2004). A.
butzleri tem sido associado a bacteriemia, diarreia persistente e aquosa, dores abdominais,
nauseas e vomitos no ser humano, e ainda abortos em animais domésticos (Adesiji et al., 2014;
Debruyne et al., 2008; Vandamme et al., 1992a; Vandenberg et al., 2004; Wesley & Miller,
2010).

A. butzleri tem a capacidade de sobreviver em diversas condicoes de stress, como por exemplo
em cadaveres de animais e ambiente de matadouro e ainda nas tubagens de distribuicao de
agua (Collado & Figueras, 2011; Ferreira et al., 2013; Lemay et al., 2002). Esta capacidade
parece resultar da capacidade que esta bactéria tem em aderir as superficies e formar biofilmes
que fornecem as células uma matriz exopolissacaridica protetora, o que faz com que as células
sejam dificilmente eliminadas, tornando-se assim uma preocupacdo a nivel da salde publica
(Ferreira et al., 2013; Kjeldgaard et al., 2009).

1.3. Arcobacter butzleri como agente patogénico

Algumas das espécies de Arcobacter tém sido associadas a doencas autolimitadas
desencadeadas por infecdes no trato intestinal, sendo consideradas como enteropatogéneos
emergentes em humanos e animais, nomeadamente A. butzleri (Adesiji et al., 2014; Collado &
Figueras, 2011). Estes microrganismos correlacionam-se ainda com doencas diarreicas
prolongadas e também infecdes sistémicas, tais como bacteremia, que ocorre quando existe

uma entrada de bactérias no sistema sanguineo (Adesiji el al., 2014).

A capacidade de adesao e invasao de células tanto humanas como animais esta associada com

algumas espécies incluidas no género Arcobacter (Ho et al., 2006; Levican et al., 2014; Wesley



& Miller, 2010), com diversos trabalhos a sugerir A. butzleri como capaz de adesao celular, e
implicado em efeitos citotoxicos. Este efeito esta correlacionado com a apoptose e
comprometimento da funcado das células intestinais, mecanismos que estao muito associados a
doencas diarreicas (Blicker et al., 2009; Ferreira et al., 2016; Ho et al., 2006; Musmanno et
al., 1997; Wesley & Miller, 2010). Numa pesquisa realizada em 2005, onde foram estudadas 18
estirpes de A. butzleri, Lehner e os seus colaboradores demonstraram que algumas destas
estirpes sao potencialmente virulentas e ainda que 17 das 18 estirpes testadas apresentam
efeitos citotoxicos para as células epiteliais dos rins (Vero), e células epiteliais do ovario (CHO)
(Lehner et al., 2005). Esta patogenicidade, aliada a presenca de A. butzleri em alimentos e
aguas consumidos no dia-a-dia, leva a que esta espécie seja considerada um agente patogénico

com alguma relevancia.

1.4. Vias de Transmissao de Arcobacter butzleri

Como referido anteriormente, os microrganismos pertencentes ao género Arcobacter tém a
capacidade de crescer numa vasta gama de temperatura, o que lhes permite sobreviver quando
sujeitos a temperaturas de processamento e armazenamento de alimentos. Isto, aliado a sua
tolerancia a altas concentragdes de cloreto de sodio (NaCl), comparativamente a membros do
género Campylobacter, e a sua facilidade de adesdo a diferentes superficies, promove a
persisténcia e sobrevivéncia destes microrganismos em alimentos e na agua (Collado & Figueras,
2011; D’Sa & Harrison, 2005; Lemay et al., 2002).

Os microrganismos que pertencem ao género Arcobacter podem infetar os seres humanos e
animais por diversas vias de transmissao, tais como transmissao pessoa-a-pessoa, transmissao
por contacto com animais (domeésticos e/ou selvagens), e transmissao por ingestdo de alimentos

e aguas contaminados (Collado & Figueras, 2011).

1.4.1. Transmissao através do contacto pessoa-a-pessoa

A transmissao de A. butzleri através do contacto pessoa-a-pessoa foi sugerida por Vandamme
et al. (1992a) num estudo de um surto que ocorreu numa escola italiana em 1983. Neste caso,
10 criancas da mesma escola de diferentes anos (cinco criancas da pré-primaria, duas do
primeiro ano da primaria e trés do terceiro ano da primaria) e uma professora da mesma escola
apresentaram sintomas, tais como dores abdominais e falta de resposta aos medicamentos
usados. Alguns casos apresentaram ainda episodios ocasionais de vomito, mas com auséncia de
diarreia e febre (Collado & Figueras, 2011; Vandamme et al., 1992a). O periodo em que os
casos ocorreram, bem como o facto de os microrganismos isolados de todos os pacientes
incluidos no estudo pertencerem ao mesmo genotipo de A. butzleri, levaram os autores a
proporem a hipotese de transmissdo pessoa-a-pessoa, como uma potencial via de transmissao

desta bactéria (Vandamme et al., 1992a).



Mais tarde, em 1995, foi relatado um caso de infecao neonatal, em que a crianca nasceu apos
29 semanas de gestacao e a qual foi diagnosticada com bacteremia neonatal provocada por A.
butzleri, propondo-se assim, a transmissao vertical como uma possivel via de transmissao desta
bactéria (Collado & Figueras, 2011; On et al., 1995).

1.4.2. Transmissao através do contacto com animais domésticos e selvagens

Alguns estudos comprovaram a presenca de A. butzleri em amostras de fezes e saliva de
diversos animais (Collado & Figueras, 2011; Fera et al., 2009; Fernandez et al., 2007).
Particularmente foi encontrada a presenca desta espécie em amostras de saliva de gato (Fera
et al., 2009) e de fezes de cao, boi, pelicano, pardal, galinha, pato e peru (Fernandez et al.,
2007). Apontando assim o contacto com fezes e fluidos de origem animal como outra possivel
via de transmissao de infecoes bacterianas provocadas por A. butzleri (Collado & Figueras,
2011).

1.4.3. Transmissao através da ingestao de aguas contaminadas

Devido as suas propriedades de adesdo a variadas superficies, o género Arcobacter tem a
capacidade de sobreviver em diversos ambientes que podem funcionar como uma fonte de
contaminacao para animais e para o ser humano. A presenca de microrganismos deste género
em ambientes aquaticos como oceanos/mares, rios, lagos, reservatorios de agua, aguas
subterraneas e esgotos foram referidas por diversos autores (Collado et al., 2008; Fera et al.,
2004; Jacob et al., 1998; Maugeri et al., 2000; Musmanno et al., 1997; Rice et al., 1999; Stampi
et al., 1993), que a consideram uma importante fonte de transmissao destes microrganismos,

tanto para animais como para o Homem (Collado et al., 2008).

A espécie A. butzleri é indicada como a espécie mais prevalente nos ambientes aquaticos
(Collado et al., 2008; Fera et al., 2004; Jacob et al., 1998; Musmanno et al., 1997; Rice et al.,
1999). De acordo com o estudo realizado por Rice e seus colaboradores, esta espécie é sensivel
a tratamentos com cloro, sendo, por isso, um possivel tratamento para a descontaminacao das
aguas, e justificando o facto de esta bactéria nao ser isolada a partir de aguas cloradas (Rice
et al., 1999). Contudo, a facilidade de adesao desta bactéria as superficies de varios materiais
como aco inoxidavel, cobre e plastico (Assanta et al., 2002) constituem uma grande
preocupacdo, uma vez que as bactérias aderidas as superficies possuem maior resisténcia a

tratamentos, quando comparadas com as bactérias nao aderidas (Herson et al., 1987).

De modo a fortalecer a relevancia deste tipo de transmissao, é de salientar o surto de infecoes
por Arcobacter spp. ocorrido em 2004 em Ohio, Estados Unidos da América, devido a
contaminacao de aguas. Neste caso foi relatada uma situacdo de contaminacdo massiva da
agua, que levou a diversos casos de pessoas diagnosticadas com doencas gastrointestinais. Apos
investigacoes promovidas pelos departamentos de saude de Ottawa e Ohio foi confirmada a
presenca de Arcobacter spp. nas amostras de agua recolhidas, nao tendo, no entanto, sido feita

uma identificacdo ao nivel de espécie (Fong et al., 2007). A. butzleri foi ja, por mais do que



uma vez, isolado a partir de reservas de agua potavel (Jacob et al., 1998; Rice et al., 1999),
nomeadamente em 1999, um estudo conduzido por Rice e seus colaboradores detetaram a
presenca de A. butzleri em amostras retiradas de um lago usado por campistas, os quais
desencadearam dores abdominais, um dos sintomas correlacionado com infecdes por A. butzleri
(Rice et al., 1999). Isto indica o consumo de aguas contaminadas como uma potencial via de

transmissao de elevada importancia.

1.4.4. Transmissao através da ingestao de alimentos contaminados

0 consumo de alimentos contaminados com microrganismos do género Arcobacter é outra das
potenciais vias de transmissao dessas bactérias e que tem sido apontada como muito relevante.
Isto deve-se a presenca muito frequente desta bactéria em alimentos de origem animal, sendo
encontrado essencialmente em aves de capoeira, porco e vaca (Ho et al., 2006). Mas também
em géneros alimenticios que sdo consumidos crus ou sujeitos a baixo processamento térmico,
como é o caso de vegetais e mariscos (Gonzalez & Ferrus, 2011; Hausdorf et al., 2013; Morejon
etal., 2017).

Uma preocupacao relacionada com este tipo de transmissao é a possivel ocorréncia de surtos
de doencas gastrointestinais desencadeadas por infecdes causadas por A. butzleri. Em 2008 em
Winsconson nos Estados Unidos da América, foi reportado um surto de doenca diarreica num
conjunto de pacientes, convidados de um casamento. Apds investigacdo e analises aos
convidados do casamento bem como da refeicao servida no mesmo, concluiu-se que a infecao
por A. butzleri foi uma das possiveis causas para o surto, uma vez que esta bactéria foi
encontrada nos alimentos testados bem como em quatro dos pacientes (Lappi et al., 2013). A
relevancia da transmissao por consumo de alimentos é salientada pela presenca destes

microrganismos em varios tipos de produtos alimentares consumidos no dia-a-dia.

0 isolamento de A. butzleri a partir de amostras de origem animal é descrito em diversos
estudos um pouco por todo o mundo (Hsu & Lee, 2015). Particularmente, estes microrganismos
ja foram isolados a partir de carcacas e 6rgaos internos de aves de capoeira (Gonzalez et al.,
2007; Pejchala et al., 2008; Son et al., 2007, Villalobos et al., 2013), carcacas e fezes de gado
bovino (Duffy & Fegan, 2012; Merga et al., 2013, 2011), fezes de bufalo (Piva et al., 2013), e
ainda a partir de fezes de ovelhas (Merga et al., 2011), mas também de produtos como leite

cru (Ferreira et al., 2017; Giacometti et al., 2015).

Recentemente, num estudo realizado por Morejon e seus colaboradores, foram isoladas trés
espécies de Arcobacter a partir de amostras de marisco, nomeadamente A. butzleri, A.
cryaerophilus e A. defluvii, onde a espécie A. butzleri foi a mais frequente nas amostras
analisadas (Morejon et al., 2017). Em outros estudos foi, também, relatada a presenca deste
género em alimentos vegetais, tais como alface (Gonzalez & Ferris, 2011) e espinafres
(Hausdorf et al., 2013). Estes estudos indicam também uma grande preocupacao ao nivel da
salde publica uma vez que estes alimentos sdao maioritariamente consumidos quando se

encontram mal confecionados ou mesmo crus.



1.5. Resisténcia a antibioticos

Com a descoberta da penicilina, uma substancia capaz de inibir o crescimento bacteriano, em
1929 por Alexander Fleming, a medicina entrou numa nova era (Fleming, 1929; Sengupta et al.,
2013). Devido a esta descoberta, houve a necessidade de classificar substancias como a
penicilina, as quais tém capacidade de inibir o crescimento bacteriano, assim em 1947 este
género de substancias foram classificadas como Antibioticos estando definidas, segundo Selman
Waksma, como “Substdncias quimicas, produzidas por microrganismos, que tém a capacidade

de inibir o crescimento e destruir bactérias e outros microrganismos” (Waksman, 1947).

Os antibioticos sao medicamentos muito usados em diversos tratamentos médicos, tais como a
tratamento de infecoes ou em tratamentos de cirurgias invasivas, o que tem melhorado
significativamente a salde publica, levando a diminuicdo da mortalidade e ao consequente
aumento da esperanca média de vida da populacao (Blair el al., 2015). Contudo, o vasto uso
destes medicamentos, quer em tratamentos clinicos quer no tratamento veterinario, levou a
um aumento da quantidade de bactérias multirresistentes a nivel global (Andersson & Hughes,
2014; Blair et al., 2015; Houf et al., 2004; MacLean et al., 2010; Ventola, 2015). Isto conduz a
diminuicdo da eficacia dos antibioticos, que juntamente com a falta de desenvolvimento de
novos medicamentos instiga um aumento acentuado de infecées que ficam sem tratamento
(MacLean et al., 2010; Ventola, 2015). Outra possivel explicacdo para o aparecimento de cada
vez mais estirpes bacterianas resistentes a antibioticos é o uso dos mesmos, ainda que em
quantidades menores, na agricultura que leva a possivel transmissao dessas estirpes resistentes
para Humanos e animais (Andersson & Hughes, 2014). Esta resisténcia a antibioticos por parte
de bactérias patogénicas é considerada, nos dias de hoje, uma das principais ameacas a saude

mundial e seguranca alimentar, pela Organizacdo Mundial de Saide (WHO, 2017).

As bactérias podem apresentar resisténcia a farmacos por mecanismos intrinsecos ao proprio
microrganismo, ou por adquirirem essa caracteristica, por via de mutacdes genéticas no seu
genoma ou por transferéncia de material genético de outras bactérias (Blair et al., 2015; Munita
& Arias, 2016).

Resisténcia intrinseca a um antibidtico, por parte de uma bactéria, ocorre quando esta possui
caracteristicas estruturais ou funcionais que nao permitem a sua suscetibilidade a molécula
antimicrobiana. Esta capacidade que as bactérias tém, ao serem naturalmente resistentes a
diferentes classes de antibioticos, € abundante na natureza e esta relacionada com a
incapacidade de alcancar o alvo intracelular, extrusao do farmaco, ou pela incapacidade da
molécula em atravessar a membrana externa (Blair et al., 2015; Cox & Wright, 2013). As
bactérias de Gram-negativo sao resistentes intrinsecamente a diversos antibioticos, tais como
a daptomicina ou a vancomicina devido a estrutura da sua membrana externa, que os impede
de alcancarem o espaco periplasmatico (Blair et al., 2015). A extrusao de forma ativa do
farmaco do interior da célula é outro mecanismo de resisténcia intrinseca, tal como a

destruicdo do farmaco pela producao de enzimas com essa capacidade (Li et al., 2007). A



simples inexisténcia de alvo intracelular suscetivel ao antibiotico € uma forma intrinseca de
resisténcia, uma vez que, para a acao antimicrobiana é necessaria a ligacdo do farmaco ao seu
alvo (Blair et al., 2015).

As bactérias podem também, ao longo do tempo, sofrer alteracbes de forma a se adaptarem as
condicdes a que sdo expostas, um exemplo disso é a sua capacidade de adquirir resisténcia a
alguns antibidticos. Isto pode ocorrer por via de mutagdes no seu genoma, modificando os genes
dos alvos dos antibioticos, ou por transferéncia de material genético proveniente de outras
bactérias resistentes (Blair et al., 2015; Van Hoek et al., 2011). A resisténcia adquirida
relaciona-se, normalmente, com a alteracdo enzimatica do alvo intracelular ou do préprio
farmaco, o impedimento da entrada do farmaco na célula ou da sua baixa concentracao
intracelular (Blair et al., 2015; Van Hoek et al., 2011). A transferéncia horizontal de genes é
uma via viavel pela qual as células adquirem resisténcia a diversos antibioticos. Este processo
consiste na transferéncia de material genético de um microrganismo para outro por uma via
diferente da reproducao, e tem vindo a ganhar cada vez maior importancia, pois tem sido
apontada como uma das causas para a origem de mutacdes que levam a resisténcia a
antibioticos (Blair et al., 2015; Munita & Arias, 2016). Este processo pode assim levar ao
aparecimento de novas estirpes resistentes a diversos agentes antimicrobianos por norma
usados no tratamento de infecdes bacterianas, resultando numa vantagem seletiva destas novas
estirpes resistentes em relacao as estirpes suscetiveis (Munita & Arias, 2016; Thomas & Nielsen,
2005). Este tipo de partilha de material genético pode ocorrer por trés vias: transformacao,
transducdo ou conjugacdo (Munita & Arias, 2016; Thomas & Nielsen, 2005). O método de
transformacao natural bacteriana é o mais simples das trés, porém é o mais dificil de ocorrer
naturalmente, devido a nem todas as bactérias serem naturalmente competentes, ou seja,
serem capazes de ser transformadas naturalmente. Em ambientes hospitalares a conjugacao

bacteriana é o mais passivel de ocorrer (Munita & Arias, 2016).

1.5.1. Resisténcia de Arcobacter spp. a antibioticos

Em infecoes provocadas por microrganismos da familia Campylobacteraceae, como
Campylobacter e Arcobacter, os antibioticos recomendados para utilizacdo como primeira linha
de tratamento sdao os macrélidos, como a eritromicina, e as fluoroquinolonas, como a
ciprofloxacina, devido a suscetibilidade descrita para estes microrganismos a estes compostos
antimicrobianos (Houf et al., 2004; Luber et al., 2003; Vandenberg et al., 2006). Porém algumas
espécies, como A. butzleri, podem demonstrar resisténcia a antibioticos da classe das
fluoroquinolonas devido a uma mutacdo que ocorre na regido determinante de resisténcia a
quinolonas (RDRQ) do gene que codifica para a DNA girase A (Abdelbaqi et al., 2007; Collado &
Figueras, 2011).

0 isolamento de A. butzleri resistente a ciprofloxacina a partir de amostras de variadas origens
tem sido referido por diversos autores, o que representa uma grande preocupacao, uma vez

que infecoes provocadas por este tipo de microrganismos patogénicos serdo assim mais



dificilmente tratadas com os antibioticos convencionais. Num estudo realizado por Morejon e
colaboradores demonstrou-se que 12% das estirpes de A. butzleri isoladas de amostras de
marisco eram resistentes a duas fluoroquinolonas de diferentes geracdes (levofloxacina e
ciprofloxacina) (Morejon et al., 2017). Em outros estudos foram relatadas percentagens de
resisténcia a ciprofloxacina mais elevadas, nomeadamente, numa pesquisa realizada em
matadouros portugueses, onde de entre os 43 isolados de A. butzleri obtidos, 55,8% eram
resistentes a ciprofloxacina (Ferreira et al., 2013). Em 2013, Shah e seus colaboradores
realizaram um estudo em diversas quintas na Malasia, onde de entre todas as amostras
recolhidas foram identificados 20 isolados de Arcobacter spp., sendo 45% desses identificados
como A. butzleri, e 33,4% desses exibiram resisténcia a ciprofloxacina (Shah et al., 2013).
Noutro estudo realizado no mesmo ano, Villalobos e coautores avaliaram a presenca de
microrganismos em o6rgaos internos de galinhas na Costa Rica, onde 66,7% das amostras com
Arcobacter spp. foram identificadas como A. butzleri e 25% dessas apresentaram resisténcia a
ciprofloxacina (Villalobos et al., 2013). Mais recentemente, uma investigacao em diversos
estabelecimentos de comércio de alimentos a retalho em Portugal, observou-se que 27,7% das
30 amostras positivas para A. butzleri eram resistentes a ciprofloxacina (Vicente-Martins et al.,
2018).

1.6. Mecanismos de resisténcia a antibiéticos

Como ja foi referido anteriormente, as bactérias podem ser naturalmente resistentes a
antibioticos ou podem adquirir, essa resisténcia através de mutacdes no seu genoma ou por
transferéncia horizontal de genes (Blair et al., 2015; Munita & Arias, 2016; Van Hoek et al.,
2011).

Os mecanismos que estao na origem da resisténcia a antibidticos estdo relacionados com a acao
da molécula antimicrobiana, limitando-a pela alteracao do alvo ou prevenindo o seu acesso,
mas também pela eliminacdo, inativacdo enzimatica da molécula antimicrobiana, ou pela
diminuicdo da sua entrada na célula, mecanismos representados na Figura 1 (Blair et al., 2015;
Munita & Arias, 2016; Van Hoek et al., 2011).



Figura 1 - Mecanismos de resisténcia a antibioticos em bactérias. A - alteracdo da molécula do antibidtico

pela adicdo de grupos funcionais ou ligandos; B - destruicdo enzimatica do antibi6tico; C - alteracao do
alvo celular do antibidtico; D - modificacdo do alvo por alteracao de grupos funcionais; E - efluxo do
antibioético; F - diminuicdo da permeabilidade da célula ao antibiético. Figura baseada em (Blair et al.,
2015; Kashef & Hamblin, 2017).

1.6.1. Resisténcia devida a inativacao do farmaco

A inativacdo e destruicao das moléculas de farmaco através de modificacdo enzimatica do
mesmo (Figura 1A e B) € um dos métodos que as células desenvolveram como mecanismo de
resisténcia a farmacos e outras moléculas antimicrobianas (Blair et al., 2015; Munita & Arias,
2016).

A destruicao ou alteracdo do farmaco pode envolver, por exemplo reacdes de hidrolise,
oxidacdo-reducao ou ainda transferéncia de grupos funcionais, provocando uma impossibilidade
de ligacao entre a molécula e o seu alvo celular. Estas reacdes sao catalisadas por muitas
enzimas produzidas pelas proprias bactérias (Blair et al., 2015; Dzidic et al., 2008; Munita &
Arias, 2016; Puglia & Gualerzi, 2017). As principais enzimas hidroliticas pertencem aos grupos
das amidases, esterases ou epoxidases (Blair et al., 2015; Dzidic et al., 2008; Puglia & Gualerzi,
2017). As amidases estdo associadas a quebra do anel presente na estrutura quimica de
antibioticos, como os [-lactamicos (ex: penicilina). As esterases estdao envolvidas na abertura
do anel de antibioticos, como os macrdlidos (ex: eritromicina), através da quebra da ligacao

éster. As epoxidases atacam o carbono do anel epoxido, quebrando-o em antibioticos, como a



fosfomicina (Blair et al., 2015; Dzidic et al., 2008; Puglia & Gualerzi, 2017). Este é um
mecanismo descrito como envolvido na resisténcia a aminoglicosideos, como a canamicina, e

B-lactamicos, como a penicilina, em bactérias do género Campylobacter (lovine, 2013).

A inativacao do farmaco pode ocorrer ainda por reacoes de oxidacao-reducao, por via da
oxidacdo da molécula antimicrobiana (Dzidic et al., 2008), ou pela transferéncia de grupos
funcionais para ou da molécula, mediada por enzimas transferases, tais como grupos acilo,
fosfato, hidroxilo ou amida (Blair et al., 2015; Dzidic et al., 2008). Este € um dos potenciais
mecanismos de resisténcia ao antibidtico cloranfenicol, por parte de Arcobacter spp. e
Campylobacter spp. , onde ocorre a acetilacdo do farmaco em questdo, pela acao de enzimas
cloranfenicol acetiltransferases, impedindo assim a acado farmacoldgica e a consequente
resisténcia a esse farmaco (Miller et al., 2007; Van Hoek et al., 2011). Em A. butzleri a
resisténcia a antibidticos B-lactamicos podera também ser explicada por este mecanismo, uma
VeZ que, no seu genoma estao presentes genes que codificam trés B-lactamases potencialmente

associadas a destruicdo desta classe de farmacos (Miller et al., 2007).

1.6.2. Resisténcia através da alteracao do alvo

0 mecanismo de acao dos antibidticos € mediado pela sua ligacdo com grande afinidade ao seu
alvo celular. Mas se este alvo for modificado, levando a reducao ou eliminacdo da afinidade
com o antibiotico, este nao se liga, ndo exercendo a sua atividade antimicrobiana (Figura 1C e
D) (Blair et al., 2015; Dzidic et al., 2008; Munita & Arias, 2016; Puglia & Gualerzi, 2017; Spratt,
1994). A modificacao do alvo é devida, normalmente, a mutagées pontuais no gene que codifica
a expressdao desse mesmo alvo, alteracoes enzimaticas no local de ligacao farmaco-alvo ou
ainda substituicao do alvo (Blair et al., 2015; Dzidic et al., 2008; Munita & Arias, 2016; Puglia
& Gualerzi, 2017; Spratt, 1994).

A alteracao do alvo celular do farmaco devido a ocorréncia de mutagdes pontuais em genes
cromossomicos é o principal mecanismo de resisténcia encontrado em muitas bactérias
resistentes a antibioticos, como é o caso das fluoroquinolonas. Neste caso a mutacao ocorrida
leva a alteracao da(s) subunidade(s) das enzimas DNA girase e topoisomerases IV, o que impede
a ligacao de moléculas como as fluoroquinolonas a estas (Dever & Terence, 1991; Munita &
Arias, 2016). A resisténcia a fluoroquinolona ciprofloxacina por parte de bactérias incluidas nos
géneros Arcobacter spp. e Campylobacter spp., € um exemplo de resisténcia adquirida por
alteracao do alvo celular, uma vez que ambos os géneros sao naturalmente suscetiveis a esta
classe de antibidticos, porém uma mutacdo que ocorre no gene da subunidade A da enzima DNA
girase promove a alteracao do alvo intracelular, o que resulta em resisténcia (Abdelbaqi et al.,
2007; Blair et al., 2015; Luo et al., 2003).

Os alvos podem ainda ser modificados, sem ocorréncia de alteracdes no genoma da bactéria,
mas por protecao do alvo abrangendo modificacdes enzimaticas que levam a adicao de novos
grupos funcionais no alvo. A resisténcia a macrolidos em bactérias como C. jejuni e H. pylori

pode ocorrer por este tipo de mecanismos, em que uma metilacao, por parte da enzima
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codificada pelo gene erm (do inglés “erythromycin ribossomal methylation”), do alvo
ribossomal impede a ligacao antibi6tico-alvo (Blair et al., 2015; Munita & Arias, 2016). Este
mecanismo é também encontrado na resisténcia a outros antibidticos como a tetraciclina e
penicilina por parte de bactérias do género Campylobacter e Helicobacter (lovine, 2013;
Nishizawa & Suzuki, 2014).

A substituicao do alvo celular ao qual o antibidtico se liga € uma das estratégia celulares que
permite a célula manter a sua funcionalidade bioquimica sem sofrer o efeito antimicrobiano do
antibidtico (Munita & Arias, 2016). Este mecanismo é caracteristico da resisténcia a meticilina
em S. aureus, onde o alvo do antibiotico, uma PBP (do inglés “Penicillin binding protein”), é
substituida por uma PBP exogeno denominado PBP2a (Munita & Arias, 2016; Stapleton & Taylor,
2007).

1.6.3. Resisténcia através da limitacao do acesso ao alvo por parte do farmaco

A limitacdo do acesso ao alvo celular do antibidtico é outro exemplo de mecanismo de
resisténcia a farmacos. Este mecanismo tem como principio base impedir que a molécula
antimicrobiana tenha a capacidade de alcancar o seu alvo, através do aumento do efluxo do
farmaco (Figura 1E) ou da reducao da permeabilidade celular ao antibiético (Figura 1F) (Blair
et al., 2015; Munita & Arias, 2016).

Este tipo de mecanismo é de grande importancia para bactérias de Gram-negativo de modo a
defenderem-se do efeito de antibioticos mais hidrofilicos, uma vez que a sua entrada na célula
€ realizada por difusdo pela membrana celular através de porinas que atravessam a membrana
externa. Fluoroquinolonas ou B-lactamicos sdo exemplos deste tipo de antibidticos, onde
alteragoes na permeabilidade celular afetam a sua entrada na célula (Blair et al., 2015; Munita
& Arias, 2016; Pagés et al., 2008). A permeabilidade celular pode ser regulada por diferentes
métodos, entre eles, uma alteragao do tipo de proteinas transmembranares (porinas) expressas
pela célula, ou diminuicao da sua expressao ou ainda a inibicao funcional das mesmas (Blair et
al., 2015). A diminuicao da permeabilidade da membrana celular as moléculas do farmaco é
um exemplo de mecanismo de resisténcia que ocorre em bactérias do género Campylobacter a

B-lactamicos e tetraciclinas (lovine, 2013).

O aumento da extrusao das moléculas antimicrobianas de forma ativa através de um sistema
celular, denominado de bombas de efluxo é outro mecanismo desenvolvido pela célula para
limitar o acesso do antibidtico ao seu alvo intracelular (Blair et al., 2015; Dzidic et al., 2008;
Munita & Arias, 2016; Puglia & Gualerzi, 2017). Estas bombas de efluxo podem ser divididas em
cinco diferentes familias e apresentam diferencas estruturais entre si, bem como nos farmacos
que excretam e fontes de energia que podem ter. Estas bombas podem entao ser classificadas
como RND (do inglés “Resistance Nodulation Division”), MFS (do inglés “Major Facilitator
Superfamily”), SMR (do inglés “Small Multidrug Resistance”), MATE (do inglés “Multidrug and
Toxic Compound Extrusion”) e ABC (do inglés “ATP-binding Cassette”) (Blair et al., 2015; Dzidic
et al., 2008; Munita & Arias, 2016; Piddock, 2006; Puglia & Gualerzi, 2017).
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Nos dias de hoje sdao conhecidos diversos casos de resisténcia a antibioticos por via deste
mecanismo, sendo que o primeiro caso foi relatado em 1980 por McMurry et al. (1980) para a
resisténcia a tetraciclina em E. coli (McMurry et al, 1980). As fluoroquinolonas e cloranfenicol
sdo alguns dos antibioticos reconhecidos como sendo bombeados para o meio extracelular em
bactérias de Gram-negativo por este mecanismo (Munita & Arias, 2016). Este € um mecanismo
que influéncia a resisténcia a alguns antibiéticos, como fluoroquinolonas, macrolidos ou ainda
tetraciclina por parte de bactérias incluidas no género Campylobacter (lovine, 2013). Existem,
ainda, estudos que indicam a possibilidade de alguns sistemas de efluxo poderem ter influéncia
na suscetibilidade a antibioticos em microrganismos da espécie H. pylori (Amsterdam et al.,
2005; Liu et al., 2008).

A baixa concentracdo de farmaco dentro das células, quer pela diminuicdo da permeabilidade
da célula a essas moléculas quer pela extrusao ativa do farmaco por parte das bombas de efluxo
podera estar na base da resisténcia por parte de A. butzleri a quinolonas hidrofobicas, tais
como o acido nalidixico ou acido oxolinico. Esta possibilidade foi proposta por Miller e seus
colaboradores em 2007 uma vez que, esta espécie apresentou suscetibilidade a quinolonas
hidrofilicas, tais como a ciprofloxacina e através do estudo do seu genoma, nao foram
encontradas quaisquer mutacoes ja associadas, previamente, a resisténcia as quinolonas (Miller
et al., 2007).

1.7. Quinolonas

As quinolonas sao agentes antibacterianos sintéticos, derivados de quinina, de grande
importancia devido ao seu vasto uso no tratamento de diversas doencas, como infecoes
bacterianas do trato intestinal, pele e outros tecidos, doencas sexualmente transmissiveis ou

ainda pneumonia adquirida em ambientes hospitalares, entre outras (Ullah & Ali, 2017).

A primeira quinolona, o acido nalidixico, foi descrita para uso médico e inicialmente aplicada
no tratamento de varias doencas como infecbes ao nivel do trato urinario, infecdes
gastrointestinais, infecées do trato respiratorio, entre outras (Fabrega et al., 2009; Suh &
Lorber, 1995). Estes agentes antimicrobianos estao distribuidos por quatro geracdes, e sao
classificados de acordo com as suas alteracdes quimicas, quando comparadas com a estrutura
quimica da primeira quinolona. O acido nalidixico, juntamente com cinoxacina e o acido
oxolinico, constituem a primeira geracdo de quinolonas, as quais estdo descritas para o
tratamento de infecoes provocadas por bactérias de Gram-negativo (Fabrega et al., 2009; Lee
& Kanatani, 1999).

Com o passar dos anos surgiu a necessidade de melhorar os antibidticos existentes no mercado,
tanto na sua eficacia como no seu espetro antimicrobiano. Para este fim foram realizadas
alteracbes na estrutura quimica das moléculas, aparecendo assim trés novas geracoes de
quinolonas denominadas por fluoroquinolonas, devido a adicao de fluor ao anel principal da

estrutura das quinolonas (Fabrega et al., 2009; Lee & Kanatani, 1999; Redgrave et al., 2014).
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A segunda geracao de quinolonas, correspondente a primeira geracdo de fluoroquinolonas,
caracteriza-se pela adicdo de um atomo de fluor na posicao seis do principal anel carbonado
da quinolona e pela sua melhorada eficacia em bactérias de Gram-negativo aerobias. Esta
compreende os antibioticos ciprofloxacina, enoxacina, lemofloxacina, ofloxacina e
norfloxacina, sendo a ciprofloxacina uma das fluoroquinolonas mais usadas em diversos
tratamentos de doencas tanto de foro clinico como de foro veterinario nos dias de hoje (Fabrega
et al., 2009; Lee & Kanatani, 1999; Scheld, 2003). Posteriormente surgiu uma terceira geracao
de quinolonas (segunda geracao de fluoroquinolonas) que engloba uma nova categoria de
antibioticos eficazes perante microrganismos de Gram-negativo aerobios, porém com baixa
eficacia em organismos anaerdbios e algum efeito face bactérias de Gram-positivo. Esta
geracao abrange antibidticos como levofloxacina, sparfloxacina e ainda grepafloxacina
(Fabrega et al., 2009; Lee & Kanatani, 1999; Scheld, 2003). A Ultima e mais recente geracao
de quinolonas (terceira geracao de fluoroquinolonas) € caracterizada pela sua acado eficaz
perante bactérias de Gram-negativo aerobias e anaerdbias, e melhoria na eficacia em
microrganismos de Gram-positivo. Nesta geracédo incluem-se antibioticos como a moxifloxacina,
gatifloxacina, trovafloxacina ou ainda a cinofloxacina (Fabrega et al., 2009; Lee & Kanatani,
1999; Scheld, 2003).

As quinolonas em geral sdo dos antibioticos mais largamente utilizados para o tratamento de
diversas infecdes. Segundo um estudo realizado pelo European Centre for Disease Prevention
and Control (ECDC), European Food Safety Authority (EFSA) e European Medicines Agency
(EMA), a Roménia é o pais europeu com maior consumo destes antibidticos na populagao
humana, enquanto que o Reino Unido possui o0 menor consumo destes agentes antimicrobianos
em humanos (ECDC, EFSA & EMA, 2017). Em Portugal, o consumo de quinolonas e
fluoroquinolonas apresenta valores mais elevados para animais produtores de alimentos para
consumo do que para humanos. E ainda de salientar que Portugal é o 9° pais europeu com maior
consumo destes antibioticos em humanos dentro dos 29 paises estudados (ECDC; EFSA & EMA,
2017).

0 mecanismo de acao das quinolonas (Figura 2) envolve a inibicdo da sintese de DNA, devido a
inibicdo das enzimas DNA girase e topoisomerase IV, o que leva a morte celular da bactéria
(Dever & Terence, 1991; Fabrega et al., 2009).

A DNA girase é uma enzima tetramérica composta por duas subunidades A e duas subunidades
B (A;B,), codificadas pelos genes gyrA e gyrB, respetivamente. Esta enzima é uma das duas
topoisomerases de tipo Il, e esta envolvida no processo que antecede a replicacao do DNA, em
que ocorre o desenrolamento das cadeias superenroladas de DNA (Dever & Terence, 1991;
Fabrega et al., 2009; Pourahmad Jaktaji & Mohiti, 2010). Esta enzima foi descrita em 1976 num
estudo realizado por Gallert e seus colaboradores onde foi definida como uma enzima
dependente de ATP capaz de separar cadeias duplas superenroladas de DNA circular e introduzir
nelas superenrolamento negativo bem como relaxar cadeias de DNA superenrolado

negativamente (Gellert et al., 1976; Reece & Maxwell, 1991). Esta enzima tem a funcao de
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desenrolar e enrolar as cadeias de DNA, através da quebra e formacao das pontes de hidrogénio
estabelecidas entre as bases. Esta funcionalidade tem gasto de energia pela hidrdlise de ATP
das bactérias, e é essencial aos processos de replicacdo, transcricdo, recombinacdo ou
reparacao do DNA (Champoux, 2001; Pourahmad Jaktaji & Mohiti, 2010). As duas subunidades
desta enzima caracterizam-se por terem funcoes diferentes neste processo, onde a subunidade
A (94 kDa) codificada pelo gene gyrA é responsavel pela interacdo com o DNA, onde procede a
clivagem da sua dupla hélice superenrolada e posterior religacao e enrolamento das cadeias de
DNA sobre si mesmas. A subunidade B (90 kDa), codificada pelo gene gyrB, possui um sitio ativo
da ATPase, enzima que catalisa a hidrolise do ATP, de modo a facilitar a passagem das cadeias
de DNA pela enzima DNA girase, com gasto de energia (Champoux, 2001; Champoux, 2001;
Gellert et al., 1976; Noble & Maxwell, 2002; Nollmann et al., 2007; Pantel et al., 2012; Reece
& Maxwell, 1991). O dominio C-terminal da subunidade B pensa-se também que pode estar
envolvido na clivagem do DNA (Noble & Maxwell, 2002).

DNA A DNA Girase

N U

Quinolona . B

a
'

Complexo DNA Girase-Quinolona

C D
Morte Celular

VAR AN AN AR NN
Figura 2 - Mecanismo de acao da classe de antibioticos quinolonas no seu alvo intracelular, a enzima DNA

girase, o que provoca a inibicao da sintese de DNA e do crescimento celular. Imagem adaptada de Drlica
& Zhao (1997).
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A Figura 2 representa o mecanismo de acao destes antibidticos, onde ocorre numa primeira
fase a interacao entre a enzima DNA girase e o DNA levando a formacdo de um complexo clivado
(Figura 2A). Posteriormente ocorre a ligacao da quinolonas ao complexo DNA-DNA girase, mais
especificamente a subunidade A da enzima DNA girase (Figura 2B), e a consequente quebra
letal da cadeia dupla de DNA (Figura 2C) ou dissociacao das subunidades da enzima DNA girase,
devido a altas concentracdes de quinolonas, com consequente quebra letal das cadeias duplas
de DNA (Figura 2D).

Cada vez mais existem estirpes bacterianas resistentes a antibiéticos incluindo as quinolonas,
esta resisténcia passa, normalmente, pela ocorréncia de mutacbes pontuais na regiao
determinante de resisténcia as quinolonas do gene da DNA girase, mais especificamente na
subunidade A da mesma, que promovem alteracées no alvo (Jacoby, 2005). Esta modificacao
no gene leva a uma alteracao do aminoacido expresso, que por consequéncia leva a alteracao
na enzima DNA girase A, alvo de acao das quinolonas (Dever & Terence, 1991; Fabrega et al.,
2009; Hooper & Jacoby, 2015; Lee & Kanatani, 1999; Rice, 2012). Para além deste mecanismo,
normalmente associado a resisténcia a ciprofloxacina, existem alguns estudos que propdem a
possibilidade de a resisténcia a esta classe de antibioticos, poder ser devida a mutacoes
ocorridas no gene gyrB ou ainda pela acdao de bombas de efluxo, que procedem a extrusdo do
farmaco de forma ativa. Em M. turberculosis foram ja encontradas mutacdes no gene gyrB que
levam a uma transicdo a nivel do DNA e alteracdo dos aminoacidos codificados, associadas a
resisténcia a fluoroquinolonas (Aubry et al., 2006; Kim et al., 2011; Pantel et al., 2012; Veziris
et al., 2007). Também em H. pylori foi ja relacionada uma mutacdo no gene gyrB com
resisténcia a fluoroquinolonas, por si s6 ou de forma associada com mutacdes no gene gyrA
(Miyachi et al., 2006; Rimbara et al., 2012). A extrusao do farmaco de forma ativa de modo a
diminuir a concentracao intracelular do mesmo é outro mecanismo possivel pelo qual pode
ocorrer resisténcia as fluoroquinolonas (Ge & McDermott, 2005; Luo et al., 2003; Miller et al.,
2007; Pumbwe et al., 2004; Van Hoek et al., 2011). Em 2007, Miller e os seus colaboradores,
num estudo do genoma total de uma estirpe de A. butzleri, verificaram que esta apresentava
resisténcia para quinolonas hidrofobicas, como é exemplo o acido nalidixico, porém esta nao
conseguia ser explicada pela mutacao no gene gyrA normalmente associada a este tipo de
resisténcia. Por isto os autores propuseram a existéncia de uma bomba de efluxo capaz de
enviar o farmaco para meio extracelular, de forma ativa, como explicacdo para a resisténcia
encontrada (Miller et al., 2007). Em membros do género Campylobacter a resisténcia as
fluoroquinolonas foi ja associada a extrusao de forma ativa através de bombas de efluxo. Esta
extrusao pode ocorrer simultaneamente com a mutacao no gene gyrA agindo de forma sinérgica
no aumento da resisténcia a fluoroquinolonas (Ge & McDermott, 2005; Luo et al., 2003), no
entanto, foi ja relatada a influéncia exclusiva das bombas de efluxo na diminuicao da

acumulacao do farmaco dentro da célula (Pumbwe et al., 2004).

Em Arcobacter spp, a semelhanca de microrganismos de outros géneros proximos, como

Campylobacter, existe uma associacao entre a presenca de mutacdoes pontuais na regiao RDRQ
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presente no gene gyrA, e a ocorréncia de resisténcia a fluoroquinolonas (Abdelbaqi et al., 2007;
Morején et al., 2017; Van den Abeele et al., 2016). E nesta regido, mais precisamente na
posicao 254, codao 85, que ocorre uma mutacao pontual ja previamente associada a resisténcia
a ciprofloxacina por parte das estirpes de A. butzleri e A. cryaerophilus (Abdelbaqi et al.,
2007). Esta mutacdo baseia-se na alteracao de uma Unica base, ocorrendo a transicdo de uma
citosina por uma timina, que leva a alteracdo de aminoacido, de uma treonina para uma
isoleucina (Abdelbaqi et al., 2007; Ferreira et al., 2016; Morejon et al., 2017). Mais
recentemente foi descrita uma outra mutacao associada a resisténcia a ciprofloxacina, onde
ocorre a transicdo de um acido aspartico para uma tirosina, no codao 89, porém esta mutacao
foi induzida laboratorialmente, através de pressao seletiva, e nao foi ainda descrita como
ocorrendo naturalmente em isolados de Arcobacter spp. (Ferreira et al., 2018). Varias mutacoes
no gene gyrA tém sido descritas com associacao a resisténcia as quinolonas, nomeadamente em
algumas espécies do género Campylobacter foram ja reportadas outras mutacdes, para além
da mutacao Thr86lle, porém nao conferindo a bactéria um elevado nivel de resisténcia, tais
como Asp90Asn, Thr86Lys, Thr86Ala Thr86Val e Asp90Tyr (Wieczorek & Osek, 2013).

As mutacdes na regido determinante de resisténcia as quinolonas levam a uma diminuicao da
afinidade da molécula para com o seu alvo, a enzima DNA girase, levando a resisténcia do
organismo a este farmaco. Assim a enzima continua funcional catalisando o processo de
desenrolamento das cadeias superenroladas de DNA, que antecede os processos de replicacao
DNA (Jacoby, 2005; Wieczorek & Osek, 2013).

A resisténcia a antibidticos por parte de bactérias patogénicas € um problema global que cada
vez mais constitui uma grande preocupacao ao nivel da salde publica mundial. De modo a
tentar combater o problema de resisténcia aos antibioticos, é necessario perceber melhor os

mecanismos intracelulares e moleculares que originam essa resisténcia.
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Capitulo 2 - Objetivos

0 aumento da resisténcia aos antibidticos por parte de bactérias patogénicas € um problema
cada vez maior a nivel mundial e é considerado com uma das principais ameacas a salde publica
pela Organizacao Mundial de Saude. Assim, é importante estudar os mecanismos que conferem
resisténcia bacteriana aos antibiéticos e desta forma desenvolver métodos eficazes de detecédo
de bactérias resistentes, o que podera ajudar na prevencao e tratamento das infecdes. A.
butzleri é considerado um enteropatogéneo emergente que embora esteja normalmente
associado com doenca autolimitada, em casos de maior gravidade pode haver necessidade de
recorrer-se ao uso de antibioticos, como as fluoroquinolonas, para o seu tratamento. O
isolamento de estirpes de A. butzleri resistentes a fluoroquinolonas tem sido reportado a partir
de amostras de diversas origens, em alguns casos com elevada frequéncia de resisténcia. A
resisténcia a fluoroquinolonas em A. butzleri é associada a mutacdes pontuais no gene que
codifica a enzima DNA girase, alvo intracelular da acao das fluoroquinolonas, porém pouco se
sabe acerca da diversidade de mutacdes pontuais associadas a esta resisténcia bem como a sua
influéncia na robustez bacteriana. Assim, este trabalho teve como objetivo geral a avaliacao
da contribuicdo de mutacdes pontuais para a resisténcia a fluoroquinolonas por parte de
membros da espécie A. butzleri bem como a diversidade das mesmas. Para tal, foram definidos

para este estudo os seguintes objetivos especificos:
o Determinar a taxa de mutacao espontanea da espécie A. butzleri;

o Avaliar as mutagdes que surgem de forma espontanea e de que forma interferem na

suscetibilidade de A. butzleri a antibioticos da classe das fluoroquinolonas;

o Determinar que outros mecanismos, tais como as bombas de efluxo, poderao estar

associados a resisténcia de A. butzleri a fluoroquinolonas;

o Construir estirpes de A. butzleri portadoras de mutacdes pontuais no gene da DNA

girase;

o Compreender a influéncia das mutacdes que levam a resisténcia as fluoroguinolonas na

robustez de A. butzleri.
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1. Estirpes de Arcobacter butzleri

Para a realizacado de todas as tarefas referidas foram utilizadas quatro estirpes suscetiveis a
ciprofloxacina, pertencentes a espécie A. butzleri, provenientes de origens distintas,
nomeadamente DQ40A1, CR113-2, AB22/11 e 2003-1426 representadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Estirpes de Arcobacter butzleri usadas durante o trabalho laboratorial, bem como a sua origem

e referéncia.

Estirpe Origem Referéncia
A. butzleri AB22/11 Superficie de Matadouro (Ferreira et al., 2013)
A. butzleri CR113-2 Vegetais prontos para consumo | (Vicente-Martins et al., 2018)

Superficie de um equipamento de

A. butzleri DQ40A1 o
uma queijaria

(Ferreira, et al., 2017)

A. butzleri 2003-1426 Fezes diarreicas de origem humana (Ferreira et al., 2014)

3.2. Determinacao de concentracdao minima inibitéria (CMI) para

Arcobacter butzleri

Para avaliar a suscetibilidade de um microrganismo a um determinado antimicrobiano é

.....

.....

antibidtico ou antimicrobiano em estudo nao permite crescimento visivel do microrganismo.
Este € um parametro fundamental na determinacdo da suscetibilidade de microrganismos a

novos antibioticos e antimicrobianos em estudo (Andrews, 2001).

Neste trabalho foi determinada a CMI para quatro estirpes de A. butzleri (DQ40A1, CR113-2,
AB22/11 e 2003-1426) a trés fluoroquinolonas de trés geracdes diferentes, ciprofloxacina
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América), levofloxacina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos da
América) e moxifloxacina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América), levofloxacina e
moxifloxacina, através do método de microdiluicdo descrito em Ferreira e seus colaboradores
(2018).

Para tal, as estirpes foram previamente colocadas a crescer em placas de Tryptic Soy Agar

(TSA) (Merck, Alemanha) durante 24 horas em aerobiose a 30 °C. Para a realizacao de diluicoes
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sucessivas numa microplaca de 96 pocos foram colocados 50 pL de meio Tryptic Soy Broth (TSB)
(Merck, Alemanha) em cada poco, posteriormente foram adicionados 50 pL das solucoes de
cada antibiotico com as concentragdes iniciais desejadas, nos respetivos pocos e realizadas
diluicbes sucessivas de 1:2 (2 - 0,015 pg/mL). Apds isto foi adicionado 50 pL de indculo diluido
de 1:100 em meio TSB resultante de uma suspensao celular preparada por suspensao direta de
colonias em solucao salina de NaCl (Fisher Chemical, Estados Unidos da América) a 0,85% (p/v)
e ajustada a uma turbidez de ~0,5 McFarland. Por fim a microplaca de 96 pocos foi incubada a
30 °C por 48 h. Os ensaios foram realizados pelo menos duas vezes de forma independente.
Posteriormente foi determinada a CMI por observacao a olho nu da turbidez dos pocos e
subsequente verificacdo do resultado através da avaliacdo da densidade otica a um
comprimento de onda de 620 nm (DOgz0nm), Usando-se para tal fim um leitor de microplacas EZ
Read 400 (biochrom, Reino Unido). Considerou-se a auséncia de crescimento para DOgonm <
0,05.

3.3. Determinacdao da frequéncia de mutacao espontdnea em

Arcobacter butzleri

A frequéncia de mutacdo espontanea é definida como sendo a fracdo de mutantes presentes
numa cultura de células (Pope et al., 2008) e foi determinada de acordo com o descrito
previamente por Haas e seus colaboradores (Haas et al., 1990) com algumas modificacoes. Este
ensaio foi realizado com o objetivo principal de estabelecer quais as condicbes 6timas a utilizar
em todos os ensaios subsequentes, para isso foi utilizada uma estirpe de A. butzleri sob

diferentes condi¢des de crescimento.

Assim, a estirpe A. butzleri DQ40A1 foi previamente colocada a crescer durante 24 horas em
placas de TSA sob quatro diferentes condicoes, 30 °C ou 37 °C sob condicGes de aerobiose ou
microaerofilia, esta Ultima obtida através de incubacédo das placas numa jarra com uma mistura
composta por 80% N, 7,1% CO,, 3,6% H, e 6% O, através do auxilio do equipamento de geracao
de atmosfera, Anoxomat Mark Il (Advanced Instruments, Holanda) A biomassa foi recolhida e
suspensa numa solucao de NaCl a 0,85%, centrifugada a 8000 xg durante 3 minutos a
temperatura ambiente, onde o sobrenadante foi descartado e o depésito celular suspenso em
solucdo salina a uma DOgyg,m de 0,6 ou 6, correspondente a aproximadamente 10° e 10"
unidades formadoras de colénias (UFC)/mL, respetivamente. De seguida foram inoculados 100
ML da suspensao celular em placas de TSA suplementadas com ciprofloxacina com uma
concentracao correspondente a 4x CMI. As placas foram incubadas sob diferentes condicdes,
nomeadamente, em aerobiose a 30 °C, aerobiose a 37 °C, microaerofilia a 30 °C e microaerofilia
a 37 °C. Procedeu-se ainda a determinacao das células cultivaveis pela técnica de “drop-plate”
onde 10 pL de diluicdes decimais realizadas em solucdo salina, correspondentes a 10 a 10",
foram aplicadas numa placa de TSA, e incubadas nas mesmas condicoes referidas

anteriormente. As colonias formadas foram contadas apos 48 horas e durante os 5 dias
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posteriores. A frequéncia de mutacdo espontanea corresponde a razao das UFC/mL obtidas por
contagem das placas com meio seletivo com antibiotico e as UFC/mL totais, contadas em meio

nao seletivo sem antibiotico.

3.4. Determinacdao da taxa de mutacdao espontanea em

Arcobacter butzleri

A taxa de mutacao espontanea (u) define-se como a probabilidade das células adquirirem uma
mutacao sem a intervencao de agentes exdgenos ao longo da sua vida. Para o calculo deste
parametro um dos métodos mais utilizados é a realizacdo de ensaios de flutuacdo (Rosche &
Foster, 2000; Foster, 2006). Este tipo de ensaios foi introduzido pela primeira vez num estudo
desenvolvido por Luria e Delbriick (Luria & Delbriick, 1943), e sao realizados através da analise
da distribuicdo de mutantes em diversas culturas paralelas, o que permitira o calculo da taxa
de mutacdo espontanea (Pope et al., 2008; Foster, 2006; Rosche & Foster, 2000). Para a
realizacdo deste método é necessario garantir alguns parametros, nomeadamente: o indculo
inicial nao pode possuir mutacdes pré-existentes provenientes da pré-cultura; o inoculo inicial
deve apresentar um baixo nimero de células (aproximadamente 1 x 10* UFC/mL), e deve
ocorrer um aumento de pelo menos 1000x no nimero de células que possui o indculo final
quando comparado o inoculo inicial (N, > 1000xNo) (Foster, 2006; Pope et al., 2008; Rosche &
Foster, 2000).

De modo a garantir estes parametros foram realizadas trés culturas paralelas para cada estirpe
em estudo, apods a execucao de uma pré-cultura em meio liquido durante 18 horas a 30 °C e

100rpm num incubador orbital (ARALAB, Portugal) com uma DOg;., inicial de 0,001.

Com vista a garantir o tamanho do indculo inicial do ensaio, apo6s crescimento da pré-cultura
foram determinadas as UFC/mL da mesma de modo a estabelecer qual a diluicao mais
apropriada, e a obter um indculo inicial com aproximadamente 10* UFC/mL em todas as culturas
paralelas num volume de 5 mL de meio TSB. Essa diluicao foi ainda confirmada pela

determinacao das UFC/mL ao tempo zero da cultura subsequente.

A n&o existéncia de mutacdes pré-existentes no inoculo inicial foi verificada apos inoculacao
de 30 pL da cultura inicial ja diluida corretamente em placas de TSA suplementadas com os
antibioticos ciprofloxacina, levofloxacina e moxifloxacina em concentracdes correspondentes

a pelo menos 4x CMI destes para as estirpes em estudo.

0 crescimento das células foi controlado ao longo do ensaio pela determinacao das UFC/mL das

culturas paralelas as 0, 24 e 48 horas de modo a verificar a validade do parametro N; > 1000xN,.

Apos a garantia dos parametros necessarios a realizacdo deste ensaio, o0 mesmo foi efetuado
em pelo menos 20 culturas paralelas para cada estirpe em estudo. Assim, inicialmente foi

realizada uma pré-cultura num erlenmeyer de 50 mL com um volume de 10 mL de TSB, iniciada
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com uma D0620nm de 0,001 sob condicdes de aerobiose, 30 °C e 100rpm, apos crescimento
prévio das estirpes em placas de TSA durante 24 horas em aerobiose a 30 °C. Depois de 18 horas
de crescimento foi realizada uma diluicao de 1:20000 da pré-cultura em cada um dos tubos,
para um volume final de 5 mL de TSB. As UFC/mL totais foram determinadas pelo método “drop
plate” por aplicacao em placa de TSA de 10 pL das diluicbes correspondentes a 10° a 1073,
provenientes das culturas de trés tubos independentes escolhidos de forma aleatéria, e
incubados durante 48 horas em aerobiose a 30 °C. Apds 48 horas de crescimento das culturas
paralelas sob as mesmas condicdes, referidas anteriormente, procedeu-se a determinacdo das
UFC/mL, bem como a inoculacdo de placas de meio seletivo. Para isto foram plaqueadas, a
semelhanca do que foi realizado as 0 horas, triplicados de 10 pL das diluicdes equivalentes a
103 a 10 de trés tubos escolhidos aleatoriamente. Foram ainda inoculados 500 L, através da
técnica do espalhamento em placa, de cada uma das culturas em placas de TSA seletivas,
suplementadas com antibioticos ciprofloxacina (4x CMI), levofloxacina (4x CMI) e moxifloxacina
(6x CMI). Os resultados foram observados apo6s 72 horas através da contagem das UFC nas placas

de meio seletivo e nao seletivo.

A distribuicdo das colonias tanto nas placas com meio seletivo como nao seletivo foi utilizada
para o calculo da taxa de mutacao espontanea. Este parametro foi determinado de acordo com
o método da mediana, descrito por Lea e Coulson (1949), onde a distribuicdo dos mutantes nas
placas com meio seletivo é utilizada para determinar o niUmero de mutagdes por cultura, m.
Este, de acordo com o modelo utilizado tem de se encontrar dentro de um intervalo especifico
que varia de 1,5 a 15, e é calculado de acordo com a Equacdo 1 No caso do parametro m se
encontrar fora deste intervalo especifico, foi utilizado o método p0. Este método é
aconselhavel para valores de m mais pequenos que variem entre 0,3 e 2,3, que é calculado
através das equacdes (2) e (3) (Pope et al., 2008). Neste método é necessario a realizacdo de
um elevado niimero de culturas paralelas, de modo a uniformizar a distribuicdo dos mutantes
(Foster, 2006; Rosche & Foster, 2000). O numero de culturas paralelas escolhidas para
representar a populacdo bacteriana foi estabelecido com base na sua dependéncia do valor de
m, de acordo com Rosche e Foster (2000). A taxa de mutacao espontanea foi entdo determinada
pela razdo entre esse parametro m pelo nimero de UFC/mL totais do ensaio (Lea & Coulson,
1949; Pope et al., 2008).

Valor mediano de colénias mutantes In(m) =1,24 Equacio 1

m

Numero de culturas sem mutantes

Equacao 2

Numero total de culturas

m=-In (p0) Equacao 3
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Para ensaios posteriores foram selecionadas pelo menos trés coldnias de cada estirpe de placas
com meio seletivo aleatoriamente selecionadas de entre de cada um dos trés antibioticos. Estas
colonias foram entdo sujeitas a amplificacdo da sua biomassa, a qual foi realizada pela
passagem das colonias selecionadas para novas placas de TSA, seguindo-se crescimento durante
24 horas em aerobiose a 30 °C. Esta biomassa foi transferida, novamente, para novas placas de
TSA e sujeita a crescimento em aerobiose a 30 °C durante 48 horas. De seguida procedeu-se ao
armazenamento de parte biomassa em agua ultrapura estéril para extracdo de DNA e
posteriores reacoes em cadeia da polimerase (PCR - do inglés “polymerase chain reaction”), as
estirpes foram também congeladas em meio Brain Heart Infusion (BHI) (Liofilchem, Italia)
suplementado com 20% de glicerol para uso posterior. As colonias selecionadas foram ainda

.....

em estudo de acordo com a metodologia ja descrita no ponto 3.3..

3.5. Amplificacao dos fragmentos de DNA

A reacao de PCR foi realizada com o principal objetivo de amplificar um fragmento de DNA
correspondente a RDRQ dos genes gyrA e gyrB. Numa primeira fase esta amplificacdo foi usada
de modo a obter um fragmento de DNA para sequenciacao, e posteriormente para transformar
uma estirpe suscetivel a ciprofloxacina com fragmento de DNA com as mutacdes em estudo. A
extracao do DNA dos mutantes selecionados no ensaio de flutuacdo foi efetuada através da
técnica de fervura. Ou seja, foi feita uma suspensao celular em agua ultrapura estéril a qual
foi submetida a uma temperatura de 100 °C durante 10 minutos. Em seguida, procedeu-se a
centrifugacao da suspensao celular a 12000 xg durante 3 minutos e armazenou-se o
sobrenadante que foi usado como template para a reacao de PCR. A RDRQ do gene gyrA foi
amplificada por PCR, assim preparou-se a mistura reacional contendo a enzima Dream Taq
polimerase a 2,5 U (Thermo Fisher Scientific, Estado Unidos da América), 1,25 pL de tampao
Dream Taq buffer (10x) (Thermo Fisher Scientific, Estado Unidos da América), 0,2 mM de
desoxiribonucleotidos (NZYtech, Portugal), 0,5 yM de cada um dos primers apresentados na
Tabela 2, 2,5 pL de template diluido de 1:10 e por fim, agua para completar um volume final
de 12,5 pL. A mistura reacional utilizada para a realizacdo da reacao de amplificacao do

fragmento do gene gyrB foi preparada da mesma forma que o descrito anteriormente para a

gyrA.

Para a amplificacao dos fragmentos dos genes gyrA e gyrB foi utilizado um termociclador (T100
Thermal Cycler, BIO-RAD, Estado Unidos da América) onde se realizou um programa com cinco
passos iniciando-se a desnaturacdo do DNA a 95 °C por trés minutos, seguindo-se 35 ciclos de
trés passos: desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos, hibridizacdo a 58 °C (gyrA) ou 57 °C (gyrB)
por 30 segundos e, ainda, um passo de extensao a 72 °C durante 30 segundos. No final dos 35
ciclos procedeu-se a um passo final de extensao a 72 °C durante 10 minutos. Apos término das

reacoes realizou-se uma eletroforese em gel de agarose a 1% em tampao Tris-Acetato-EDTA
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(TAE), utilizando Midori Green (NIPPON Genetics, Alemanha) como corante do gel, e procedeu-
se a corrida a 120 volts, durante 40 minutos, de modo a separar os fragmentos de acordo com
os seus tamanhos. Os produtos amplificados foram visualizados no gel através de exposicao a
luz ultravioleta, com o auxilio de um equipamento transluminador UVITEC Cambridge (UVITEC,

Reino Unido).

Tabela 2 - Lista de primers utilizados nas reagdes de PCR, com informacéo da sua sequéncia, gene para o

qual foi desenhado bem como a sua referéncia.

Primer Sequéncia Gene Referéncia

F-QRDR TGGATTAAAGCCAGTTCATAGAAG
gyrA (Abdelbagqi et al., 2007)

R2-QRDR TCATMGWATCATCATAATTTGGWAC

gyrB_QRDR_F GCTGCACGTGGAAGAGAAG
gyrB Este estudo

gyrB_QRDR_R TCTATAAAGTGGCGGTTGAGC

M-AouC; W-AouT

3.6. Sequenciacdao da regiao determinante de resisténcia as

quinolonas dos genes gyrA e gyrB

A sequenciacao do fragmento de DNA correspondente a RDRQ dos genes gyrA e gyrB das estirpes
nativas e dos mutantes obtidos no ensaio de flutuacao teve como principal objetivo verificar a
ocorréncia de mutacdes nessa regiao especifica que se correlacionassem com a resisténcia as

fluoroquinolonas.

De modo a executar este método procedeu-se previamente a purificacdo dos produtos de PCR,
por utilizacdo do reagente ExoSAP-IT™ (GEHealthcare, Estados Unidos da América), que executa
a purificacdo através da hidrolise dos primers e nuclebtidos em excesso. Esta purificacao
baseou-se na mistura de 5 pL do produto de PCR com 2 pL do reagente comercial e dois passos
posteriores de incubacao durante 15 minutos cada, o primeiro a 37 °C e um segundo a 80 °C.
Apos a obtencao dos produtos de PCR purificados estes foram sequenciados usando os primers
descritos na tabela 2. Para isto foi realizada uma mistura reacional para sequenciacao
constituida por Tampado de sequenciacdo 5x (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos da
América), 0,7 uL Big dye (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos da América), primer a 0,5
MM, 1 pL de fragmento de DNA a sequenciar, previamente purificado, e agua de modo a perfazer
um volume final de 10 pL. Esta reacdo teve inicio com um primeiro passo de desnaturacao a 96
°C durante 30 segundos, seguido de 25 ciclos constituidos por trés fases: um passo de

desnaturacao a 96 °C durante 10 segundos, um passo de hibridizacdo do primer a 50 °C durante
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cinco segundos e um Ultimo passo de extensao a 60 °C durante quatro minutos. No término
dessa recao as amostras foram sujeitas a sequenciacao de Sanger por utilizacdo de um
sequenciador automatico Genetic Analyzer ABI-Prism3130 x| (PE Applied Biosystems, Estados
Unidos da América). A analise dos resultados das sequenciacoes de cada uma das amostras foi
realizada com a utilizacdo do programa informatico FinchTV e o alinhamento das mesmas foi
realizado através da utilizacdo da ferramenta informatica Clustal Omega (EMBL-EBI, Reino
Unido). Através da ferramenta informatica EMBOSS Transeq (EMBL-EBI, Reino Unido) procedeu-
se também a conversao da sequéncia de acidos nucleicos em sequéncia de aminoacidos, com o
objetivo de desenhar a estrutura a trés dimensodes da proteina DNA girase e mapear as mutacoes

surgidas, através da plataforma digital SWISS-MODEL (Swiss Institute of Bioinformatics, Suica).

3.7. Transformacao natural

A transformacao da estirpe parental suscetivel as fluoroquinolonas, A. butzleri DQ40A1, foi
realizada de modo a confirmar a relacdo fenotipo-genotipo estabelecida anteriormente pela
correlacao entre a resisténcia as fluoroquinolonas e as mutacoes que surgiram na RDRQ do gene
gyrA. Para a transformacdo foi utilizado como material genético dador o fragmento
correspondente a RDRQ de gyrA amplificado pela reacdo de PCR, usando como template o DNA
de mutantes selecionados no ensaio de flutuacdo. Para isso foi inicialmente extraido o DNA
genomico dos mutantes selecionados, através de um kit de extracdo (Vivantis, Malasia).
Posteriormente, com o objetivo de amplificar o fragmento desejado foi realizada uma reacao
de PCR como descrita anteriormente, mas com um volume final de 50 pL, em que foram
utilizados os primers para gyrA apresentados na tabela 2 (Abdelbagi et al., 2007). De seguida
procedeu-se a purificacdo dos produtos de PCR obtidos através de um kit de purificacdo de
produtos de PCR por colunas (Bioron GmbH, Alemanha), bem como a sua quantificacao através

de um nanoespectrofotometro (IMPLEN, Alemanha).

O ensaio de transformacao foi entdo realizado de acordo com o previamente descrito, com
algumas modificacdes (Silva, 2017). Primeiramente, procedeu-se ao crescimento da estirpe de
A. butzleri DQ40A1 em placa de meio Blood agar base suplementado com 5% de sangue de
cavalo desfibrinado (BA do inglés “Blood agar”), sob uma atmosfera de microaerofilia a 30 °C
durante 24 horas. De seguida, foi realizada uma suspensao celular da cultura anterior em meio
TSB e foram inoculados 200 pL dessa suspensao numa nova placa de BA e incubada nas mesmas
condicdes durante quatro horas. Ao fim desse periodo de incubacédo foi adicionado a placa ja
inoculada 1 pg do fragmento de PCR purificado ou um volume igual de agua como controlo
negativo, e foi novamente incubada a 30 °C em microaerofilia durante oito horas. Apos
incubacao, a biomassa correspondente ao crescimento da regiao onde foi colocado o material
genético e de controlo foram transferidas separadamente para uma nova placa de meio BA e
sujeitas a uma nova incubacdo por 18 horas nas mesmas condicdes atmosféricas e de

temperatura. Para proceder a selecao dos transformantes ao fim das 18 horas de incubacéao foi
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realizada uma suspensao celular em 500 pL de tampao fosfato salino (PBS do inglés “Phosphate-
Buffered Saline”) da biomassa correspondente ao ensaio e ao controlo. De seguida, foram
plaqueados 100 pL dessa suspensdao bem como das diluicdes correspondentes a 10" e 102 em
placas de BA suplementadas com 4 pg/mL de ciprofloxacina. De modo a determinar as UFC/mL
totais foram ainda realizadas diluicées decimais sucessivas e plaqueadas em placas de BA, as
correspondentes as diluicdes 10# a 10, de acordo com o método drop-plate. Todas as placas
foram incubadas sob condicoes de microaerofilia a 30 °C durante cinco dias. No final desse
tempo de incubacao as placas foram observadas e contadas as coldnias correspondentes aos
transformantes e a determinacdo das UFC/mL totais. Das placas com meio seletivo foram
selecionadas pelo menos cinco coldnias transformadas, a biomassa foi amplificada, e
armazenada quer em agua ultrapura estéril, para serem sujeitas a um novo ensaio de
sequenciacao, com a finalidade de confirmar a transformacao, como em BHI com 20% de glicerol
para manutencao da cultura. A frequéncia de transformacao foi também calculada através do

racio do nimero de transformantes por mililitro por UFC/mL totais e por micrograma de DNA.

3.8. Avaliacdo da robustez das estirpes de Arcobacter butzleri

com resisténcia as fluoroquinolonas

A robustez das bactérias define-se como sendo a aptidao do microrganismo para sobreviver no
meio ambiente e pode ser avaliada de formas distintas (Mellata et al., 2012; Wiser & Lenski,
2015). Neste trabalho esta caracteristica foi avaliada nas estirpes de A. butzleri portadoras de
mutacdes associadas a resisténcia as fluoroquinolonas. Assim, foram estudadas estirpes com
mutacao na posicao 254 da RDRQ do gene gyrA obtidas nos ensaios de determinacao de taxa de

mutacdo espontanea e de transformacdo, em comparacdo com a estirpe nativa.

Para tal foram realizados trés ensaios distintos, inicialmente tracou-se a curva de crescimento
das estirpes para verificar se a presenca de mutacdes influencia comparativamente o
crescimento dos mutantes em relacédo a estirpe parental. Um ensaio de competicdo, em que a
estirpe mutada foi colocada a crescer em competicao com a estirpe parental. E ainda foi
executado um outro ensaio de modo a avaliar a capacidade de formacao de biofilmes das

estirpes mutadas comparativamente com a estirpe parental.

3.8.1. Curva de crescimento

A cinética de crescimento das bactérias € constituida por quatro fases principais. Uma
inicialmente denominada fase lag onde as bactérias se encontram num periodo de adaptacédo
as condicoes ambientais, uma fase logaritmica (log) onde ocorre o crescimento exponencial das
bactérias. Uma terceira fase estacionaria em que o crescimento das bactérias se mantém
contante ao longo do tempo e por fim uma fase de morte celular onde a taxa de morte é
superior a taxa de crescimento (Amagu Echiegu, 2015). Esta cinética pode ser alterada por

consequéncia da presenca de mutacées no genoma relacionadas com a resisténcia
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antimicrobiana. Assim, foi realizado um ensaio que teve como principal objetivo a investigacao
da influéncia das mutacdes associadas a resisténcia as fluoroquinolonas no crescimento das
bactérias. Para isto foi elaborado um ensaio de acordo com o protocolo previamente descrito
por Ferreira et al. (2018), em que foram avaliadas duas estirpes que adquiriram uma mutacao
pontual na posicao 254 da RDRQ de gyrA de forma espontanea, e numa que adquiriu a mesma
mutacao através da transformacao natural da estirpe suscetivel DQ40A1. Estas trés estirpes
mutantes foram comparadas com a respetiva estirpe parental (A. butzleri DQ40A1). Com isto
todas as estirpes foram sujeitas a um crescimento prévio em meio soélido TSA durante 24 horas
sob uma atmosfera de aerobiose a 30 °C. De seguida foi realizada uma pré-cultura com uma
DOg;0nm inicial de 0,05 para cada estirpe em 10 mL de meio liquido TSB num erlenmeyer de 50
mL durante aproximadamente 17 horas a 30 °C e 100 RPM. Apds esse crescimento procedeu-se
a diluicao da pré-cultura para uma DOgnm de 0,02 numa nova cultura de 20 mL TSB num
erlenmeyer de 100 mL e incubada durante 24 horas a 30 °C numa atmosfera de aerobiose e 100
RPM. Amostras foram recolhidas as 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 24 horas de crescimento e lida a sua
densidade otica a um comprimento de onda de 620 nm. O ensaio foi realizado trés vezes de

forma independente.

3.8.2. Ensaio de competicao

Os ensaios de competicao sao, normalmente, realizados com o intuito de estimar de que forma
as estirpes mutantes, quando em competicao com as estirpes parentais, podem competir e
melhorar a sua aptidao em termos de sobrevivéncia (Morgan & Steiglitz, 2003). Com o objetivo
de avaliar a influéncia da presenca das mutacoes, na capacidade das bactérias em sobreviverem
e crescerem no meio ambiente com a presenca de microrganismos suscetiveis, foi realizado o
ensaio de competicao de acordo com o previamente descrito por Ferreira e seus colaboradores
(Ferreira et al., 2018).

Para tal, apos crescimento prévio das estirpes em placas de TSA durante 24 horas sob condicdes
de aerobiose a 30 °C, foi realizada uma pré-cultura das estirpes em estudo separadamente
durante aproximadamente 17 horas em 10 mL de meio liquido TSB num erlenmeyer de 50 mL
sob condicbes de aerobiose 30 °C e 100 RPM. Apos esse crescimento em meio liquido as estirpes
foram colocadas a crescer em competicao, onde 200 pL de cada uma das pré-culturas (estirpe
parental e mutante) foram adicionados a 20 mL de TSB, num erlenmeyer de 100 mL. Esta cultura
foi incubada nas mesmas condicdes das pré-culturas. De seguida, foram recolhidas amostras as
0 e 24 horas de modo a proceder-se a determinacao das UFC/mL totais (nativa e mutante) e da
estirpe mutante. Para isto foram plaqueados triplicados de 10 pL das diluicdes correspondentes
a10"a10*as 0 horas, e de 103 a 10°® as 24 horas da cultura celular em competicao, em placas
de TSA de modo a se determinarem as UFC/mL totais e em placas de TSA seletivas
suplementadas com ciprofloxacina a 4 pg/mL e 1 pg/mL, de modo a serem determinadas as
UFC/mL da estirpe mutante. As colonias foram contadas apos 48 h de crescimento. O ensaio foi

realizado pelo menos trés vezes de forma independente e os resultados apresentados na forma
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de robustez relativa através da razao do parametro malthusiano do mutante pelo parental,

representado pela equacao 4 (Ferreira et al., 2018; Wiser & Lenski, 2015).

UFC/mL
. In( 24h/UpC/mL0h)Resistentes Equacao 4
Custo relativo = ;

UFC/mL
In( Z4h/UFC/mL0h)Suscetiveis

3.8.3. Capacidade de formacao de biofilmes

Como ja foi referido anteriormente membros da espécie A. butzleri tém a capacidade de formar
biofilmes de modo a sobreviverem a ambientes e situacoes de stress. Com o objetivo de analisar
se a presenca de mutacdes associadas a resisténcia a fluoroquinolonas tem influéncia na
capacidade de formacao de biofilmes, procedeu-se a esta avaliacao de acordo com o descrito
previamente (Ferreira et al., 2018). Apos cultura das bactérias em meio TSA durante 24 horas
a 30 °C sob condicoes de aerobiose, foi realizada uma pré-cultura durante aproximadamente
17 horas em 10 mL meio TSB num erlenmeyer de 50 mL sob condicdes de aerobiose a 30 °C e
100 RPM. Apos este periodo, as células foram recolhidas por centrifugacédo e o deposito celular
suspenso em TSB para uma DOg;p,m de 0,2. De seguida, 100 pL dessa suspensao celular foi
adicionada numa microplaca de 96 pocos em nove replicados e incubada a 30 °C em condicoes
de aerobiose durante 48 h. A coloracao dos biofilmes foi realizada através da adicao de 25 pL
de uma solucdo de violeta de cristal a 1% (p/v) em etanol absoluto, a suspensao celular e
incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. No fim desse periodo o contelido dos pocos
foi removido e estes foram lavados cinco vezes com agua destilada. No final, a descoloracao
foi efetuada através da adicao de 150 pL de uma solucdo de metanol a 30% (v/v) e acido acético
a 10% (v/v). 100 pL dessa solucao foram transferidos para uma nova microplaca de 96 pocos e

foi lida a absorvancia a um comprimento de onda de 570 nm.

3.9. Avaliacao fenotipica da expressao de bombas de efluxo dos

mutantes

A influéncia de mecanismos como as bombas de efluxo na resisténcia a antibidticos pode ser
estimada fenotipicamente, através da avaliacdo da acumulacao intracelular de uma molécula
com emissao de fluorescéncia (Martins, 2013). Assim, a acumulacao de brometo de etidio foi
testada na estirpe parental bem como os mutantes obtidos no ponto 3.5. para os quais nao
foram encontradas mutacoes na regiao RDRQ dos genes gyrA e gyrB. O ensaio foi realizado se
acordo com o protocolo descrito por Ferreira et al. (2014) com modificacdes, em que todas as
estirpes foram previamente sujeitas a um crescimento em placas de TSA durante 24 horas a 30
°C em condicbes de aerobiose. Apos este crescimento prévio, as estirpes foram colocadas a

crescer num erlenmeyer de 50 mL com 10 mL de meio liquido TSB com uma DQg;q., inicial de
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0,02 até atingirem meio da fase exponencial. Posteriormente as células foram centrifugadas e
lavadas uma vez com uma solucao de PBS (pH 7,2) e ressuspendidas na mesma solucao a uma
DOg,0nm @aproximadamente de 0,2. Esta suspensao celular foi colocada em triplicado numa placa
Greiner black adequada para leitura de fluorescéncia num volume de 98 pL e incubada 10
minutos a 30 °C. Imediatamente antes da leitura foi adicionado uma solucao de brometo de
etidio (100 yg/mL) numa concentracao final de 2 ug/mL a suspensdo celular. Na mesma placa
foram ainda colocados trés controlos, um de autofluorescéncia celular, que consiste na
suspensao celular; um controlo negativo s6 com o tampao usado para suspensao celular e um
controlo do fluorocromo, constituido por um volume de 98 puL de PBS e 2 pL de brometo de
etidio (100 pg/mL). A fluorescéncia das amostras foi lida durante 30 minutos, com uma leitura
a cada minuto, com excitacao a 530 nm e emissao a 600 nm a uma temperatura constante de
30 °C, usando um fluorimetro Spectra Max Gemini Em (Molecular Devices, Estados Unidos da

América). O ensaio foi realizado trés vezes de forma independente.
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

4.1. Frequéncia de mutacdo espontanea em Arcobacter butzleri

As bactérias podem adquirir resisténcia a diversos antibioticos através de transferéncia
horizontal de genes ou por desenvolvimento de mutacdes espontaneas. A pressao seletiva
exercida por antibioticos presentes no meio onde estas se encontram pode desencadear, de
forma geral, o aparecimento destas mutacoes espontaneas. Estas podem ocorrer em resultado
de diversos mecanismos intracelulares, como por exemplo a introducao de erros durante
processos de replicacao, reparacao ou recombinacao do DNA, bem como pela ocorréncia de
danos nas cadeias de DNA, ou ainda, pela adicao ou delecao de bases (Rosche & Foster, 2000;
Foster, 2006). Estas mutacbes cromossomicas estdao, muitas vezes, na base da resisténcia
adquirida por parte das bactérias a diversas classes de antibioticos (Blair et al., 2015). Mutacoes
pontuais tém sido associadas ao desenvolvimento de resisténcia a varios antibioticos como a
ciprofloxacina em diversas bactérias, como por exemplo em Campylobacter spp., H. pylori ou
ainda E. coli (Pourahmad Jaktaji & Mohiti, 2010; Wang et al., 2001; Wieczorek & Osek, 2013).
A resisténcia a ciprofloxacina foi previamente descrita em A. butzleri, sendo frequentemente
associada a mutacao Thr85Ile (C254T) no gene gyrA que codifica para uma alteracdao de
aminoacidos de uma treonina para uma isoleucina (Ferreira et al., 2018). Neste trabalho foi
determinada a frequéncia com que as mutacdes espontaneas que conferem resisténcia as

fluoroquinolonas ocorrem em A. butzleri.

Previamente foi necessaria a confirmacdo da suscetibilidade de todas as estirpes bacterianas
parentais usadas, a qual foi avaliada pela determinacao da CMI através da técnica de
microdiluicao como descrito em Ferreira et al. (2018). Os resultados encontram-se na Tabela
3.

Levofloxacina, Moxifloxacina) para as quatro estirpes de Arcobacter butzleri parentais usadas ao longo do

trabalho.
CMIs (pg/mL)
Estirpe de A. butzleri

CIP LEV MOX
DQ40A1 0,06 0,125 0,06
CR113-2 0,06 0,125 0,25

AB22/11 0,125 1 1

2003-1426 0,125 1 1

CIP: Ciprofloxacina; LEV: Levofloxacina; MOX: Moxifloxacina
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Pela analise dos resultados e comparacdo dos mesmos com os pontos de corte para estes
antibioticos (CIP < 1 pg/mL; LEV < 1 pg/mL; MOX < 1 pug/mL) é possivel perceber que a
suscetibilidade foi confirmada para as quatro estirpes de A. butzleri testadas. E de salientar
gue nao existem pontos de corte de suscetibilidade e resisténcia a antibioticos para o género
Arcobacter, onde normalmente sao utilizados os pontos de corte para géneros proximos, como
€ o caso de Campylobacter ou Helicobacter. Neste estudo os pontos de corte utilizados foram

os descritos para Campylobacter (Ge et al., 2013; Vicente et al., 2008).

Nos resultados obtidos é demonstrado valores de CMI superiores para os antibioticos
levofloxacina e moxifloxacina em deterioramento dos apresentados para a ciprofloxacina. Isto
€, a concentracao de levofloxacina e moxifloxacina necessaria para que ndo haja crescimento
bacteriano das estirpes estudadas de A. butzleri é superior comparativamente a concentracao
necessaria de ciprofloxacina para o mesmo fim. Estes resultados apresentam-se de certa forma
contrarios aos expectaveis, uma vez que a levofloxacina e a moxifloxacina sao fluoroquinolonas
de geracdes superiores a da ciprofloxacina, e por isso mais eficazes na sua acao antimicrobiana
(Fabrega et al., 2009; Lee & Kanatani, 1999; Scheld, 2003).

Com o intuito de estabelecer as condicées mais adequadas para a realizacao dos ensaios de
flutuacao subsequentes, usou-se a estirpe A. butzleri DQ40A1. Para tal, avaliou-se a frequéncia
de transformacao espontanea para esta estirpe em quatro condicdes. Por definicao a frequéncia
de mutacao espontanea corresponde a regularidade com que, numa cultura, ocorre uma
mutacao no genoma do microrganismo, sem qualquer estimulo exterior que leve a ocorréncia
da mesma (Blair et al., 2015). Assim, foi realizada uma suspensao celular com densidades 6ticas
finais de 0,6 e 6 e plagueadas em placas com meio com antibiotico com 4x CMI, e placas com
meio nao seletivo para determinacao das UFC/mL e posteriormente incubadas nas quatro
condicoes distintas. Apos cinco dias, procedeu-se a contagem das coldnias distribuidas tanto
nas placas com meio seletivo como nas placas com meio nao seletivo, os resultados foram

registados e encontram-se representados na Figura 3.
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Figura 3 - Frequéncia de mutacdo espontanea da estirpe bacteriana de Arcobacter butzleri DQ40A1 sob
diferentes condicoes de atmosfera e temperatura (A) - DO620nm de 0,6 (B) - DO620nm de 6 com uma
frequéncia de mutacdo espontanea de 1x10'° como limite de detecdo. Os resultados apresentados
resultam da realizagdo independente do ensaio seis vezes. As analises estatisticas foram realizadas com

os testes two-way e one-way ANOVA.

Os resultados obtidos neste ensaio indicam, numa primeira fase que a DOg;o,m inicial do ensaio,
0,6 (Figura 3A) ou 6 (Figura 3B), ou seja, a concentracao celular a que este se inicia, nao
apresenta diferenca significativa nos valores de frequéncia com que ocorre uma mutacao de
forma espontanea no genoma das bactérias da espécie A. butzleri, de acordo com teste
estatistico realizado two-way ANOVA (p > 0,05). Porém a diferenca entre cada uma das
condicdes testadas € mais visivel quando o ensaio foi iniciado com uma concentracéo celular
inicial superior. Os valores de frequéncia de mutacao espontanea encontram-se num intervalo
de ordem de grandeza que varia entre 107 a 107'°, valores similares aos apresentados em
estudos de algumas estirpes incluidas nas espécies C. jejuni, C. coli (Hanninen & Hannula, 2007)
e H. pylori (Bjorkholm et al., 2001; Wang et al., 2001). Apos analise dos resultados obtidos
neste trabalho observou-se que nas quatro condicdes testadas e independentemente da
densidade 6tica a qual se iniciou o ensaio, quando a estirpe de A. butzleri em estudo é incubada
numa atmosfera de aerobiose a 37°C nao surgiam mutantes nas condicdes usadas, com o0s
resultados a encontrarem-se abaixo do limite de detecao do ensaio. Assim, esta condicao foi
considerada como nao aplicavel para a realizacdo dos ensaios subsequentes. Os resultados
obtidos para cada uma das densidades oticas testadas foram comparados entre si através do
teste estatistico one-way ANOVA. Quando foi utilizada uma atmosfera de microaerofilia para a
realizacao dos ensaios, em ambas as densidades oéticas, nao foi observada uma diferenca
significativa entre as duas temperaturas testadas (30 °C e 37 °C). Na comparacao dos resultados

onde o ensaio foi realizado a temperatura de 30 °C denota-se que embora ocorra uma pequena
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diferenca, o ensaio sob uma atmosfera de aerobiose apresentou-se mais promissor, apesar de
nao haver diferenca significativa, independentemente da densidade otica a qual se iniciou o
ensaio. Assim, estabeleceu-se o uso de uma atmosfera de aerobiose a temperatura de 30 °C
como condicbes para a realizacao dos ensaios seguintes. Esta temperatura bem como a
atmosfera de aerobiose foram ja descritas como boas op¢des para o crescimento de bactérias

da espécie A. butzleri (Ferreira et al., 2017; Vandamme et al., 2008).

4.2. Taxa de mutacao espontanea de Arcobacter butzleri

A probabilidade com que as bactérias adquirem uma mutacao no seu genoma sem qualquer
estimulo exdgeno durante o tempo de vida define-se como taxa de mutacao espontanea, p. A
maior parte das mutacdes ocorridas de forma espontanea no genoma das bactérias sucedem
durante o processo de replicacdo do DNA, no entanto, a sua repercussdo a nivel fenotipico
depende da diversidade genética de cada microrganismo (Foster, 2001; Foster, 2006; Rosche &
Foster, 2000). A taxa de mutacao espontanea é um parametro preferencialmente utilizado para
estudar o desenvolvimento de mutacdes espontaneas em detrimento da frequéncia de mutacao
espontanea, uma vez que fornece uma maior informacao a nivel bioldgico e a sua determinacao
tem maior precisdo e reprodutibilidade. Uma das informacdes Uteis fornecida por este
parametro é a probabilidade com que uma mutacédo ocorre de forma espontanea no genoma da
bactéria, porque quanto maior o valor de taxa de mutacdo espontanea maior € essa
probabilidade (Drake, 2001; Foster, 2006; Rosche & Foster, 2000). Ao nivel de bactérias da
espécie A. butzleri ndo ha informacao sobre este parametro. Para o calculo desta taxa podem
ser realizados dois tipos de ensaios, testes de acumulacao de mutantes ou testes de flutuacao.
Como o ensaio de acumulacdo de mutantes requere um niimero muito elevado de células bem
como um longo periodo de tempo entre a recolha das amostras, é por isso mais vezes utilizado
0 ensaio de flutuacao para este fim (Foster, 2006; Gerrish, 2008; Pope et al., 2008; Rosche &
Foster, 2000). Assim, foi realizado o ensaio de flutuacao para a determinacao da taxa de
mutacdo espontanea em A. butzleri. O ensaio foi entédo realizado com o principal objetivo de
se determinar qual a probabilidade de ocorrer uma mutacao espontanea no genoma de quatro
estirpes de A. butzleri ao longo do seu tempo de vida. Mas também obterem-se coldnias dessas
mesmas estirpes resistentes a trés fluoroquinolonas de geracdes diferentes. Para tal foi
realizado o teste de flutuacado, que estima, a partir da distribuicao do niUmero de mutantes de
diversas culturas paralelas, o nUmero de mutagdes que uma célula acumula durante a sua vida
(Foster, 2006).

Para o calculo da taxa de mutacao espontanea (U) € necessario proceder-se, previamente, a
determinacdo do nimero de mutacdes ocorridas por cultura, m, resultados apresentados na
Tabela 4. Este parametro é utilizado para a estimativa da taxa de mutacao espontanea através
da divisao de m pelo nimero total de células cultivaveis presentes na cultura (Rosche & Foster,

2000; Foster, 2006). O valor deste parametro pode ser calculado através de diversos modelos
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matematicos, que tém vindo a ser propostos ao longo dos anos. Neste estudo foram utilizados
dois métodos para determinacdo do parametro m, o modelo de Lea e Coulson e o modelo de
p0. Preferencialmente foi usado o método descrito por Lea e Coulson em 1949 (Gerrish, 2008;
Lea & Coulson, 1949), dado que este é dos modelos mais vulgarmente usados, pois veio resolver
através da utilizacao do valor de mediana, o problema de sobrestimacao do parametro m e
consequente imprecisao da taxa de mutacao espontanea, que o método usando o valor médio
dos mutantes, primeiramente proposto em 1943 por Luria e Delbriick provocava (Luria &
Delbriick, 1943; Pope et al., 2008; Rosche & Foster, 2000). No caso do parametro m se encontrar

fora do intervalo especifico determinado para o modelo de Lea e Coulson, foi utilizado o método

p0.

Para a realizacao deste ensaio é necessario o cumprimento de alguns parametros preliminares,
nomeadamente teve de se garantir que o indculo inicial ndo possuia mutacdes pré-existentes,
que continha um baixo nimero de células, e apos incubacao ocorria um aumento de pelo menos
1000x no numero de células relativamente ao No. Todos os parametros foram verificados e
ajustados em ensaios preliminares com trés culturas paralelas. Assim, a partir do plaqueamento
de 30 pL de cada cultura paralela inicial em placas com meio seletivo foi verificada a nao
existéncia de mutacbes pré-existentes, uma vez que apds 72 horas de crescimento nao se
obtiverem coldnias. Através do método “drop plate” foram determinadas as UFC/mL do inoculo
inicial e da cultura apos 24 e 48 horas, onde se verificou que apos diluicao a partir da pré-
cultura para preparacdo das culturas paralelas, estas possuiam uma densidade celular de
aproximadamente 10* UFC/mL no inicio do ensaio. Apos 48 horas de crescimento as células
tinham um crescimento superior a 1000x Ng, uma vez que na contagem de células cultivaveis
foi de aproximadamente 10° UFC/mL, tendo sido selecionado por isto o tempo final do ensaio
de 48 horas em deterioramento das 24 horas de modo a respeitar o parametro do crescimento

superior a 1000x No.

Na analise dos resultados da contagem da distribuicao das colénias nas placas com meio seletivo
e nao seletivo, o parametro m foi calculado através da utilizacdo do valor mediano da
distribuicao dos mutantes nas placas com meio seletivo, pelo auxilio da equacédo (1) de acordo
com o método de Lea e Coulson em 11 dos 12 ensaios (quatro estirpes e trés antibioticos para
a selecao dos mutantes resistentes para cada uma). Num dos ensaios para determinacao da
taxa de mutacao espontanea, o valor de m calculado através deste método encontrava-se fora
do intervalo especifico, tendo sido necessario recorrer-se a outro método. Foi entao
selecionada a metodologia de p0, um método simples e muito usado, em que é necessaria a
realizacdo de um maior nUmero de culturas paralelas para que o nivel de precisao seja aceitavel
(Rosche & Foster, 2000). Neste, o valor de m é calculado a partir do negativo do logaritmo
neperiano da razao do nimero de culturas sem mutantes pelo nimero de culturas totais usando
as equacodes (2) e (3) (Subseccao 3.4.). Posteriormente a taxa de mutacao espontanea, para
ambos os modelos, foi calculada pela divisao deste parametro pelo valor de Ny, nimero total

de células cultivaveis do ensaio.
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Para as quatro estirpes de A. butzleri estudadas os valores de taxa de mutacao espontanea
apresentados na Tabela 4 encontraram-se na ordem de 10, valores similares aos ja descritos
para outras bactérias como A. baumannii ou H. pylori (Karami-Zarandi et al., 2017; Wang et
al., 2001). Assim, estas bactérias estdo classificadas como tendo uma taxa de mutacao
espontanea baixa, uma vez que estdo dentro do intervalo descrito para tal de 10 - 10-'% (Pathak
& Temin, 1990). Este parametro pode ainda fornecer informacgdes da forma como cada bactéria
sofre mutacoes, ou seja, a sua mutabilidade. Quanto maior é o valor de taxa de mutacao maior
€ a hipermutabilidade da estirpe em causa (Dzidic et al., 2008). Os valores de taxa de mutacao
espontanea para todas as estirpes de A. butzleri testadas neste estudo encontram-se na ordem
de grandeza 107, valor referenciado para hipomutabilidade nas bactérias em geral (Galan et
al., 2007; Pathak & Temin, 1990). Com isto conclui-se que A. butzleri é um microrganismo

fracamente mutavel in vitro.
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Tabela 4 - Valores da taxa de mutacdo espontanea para as quatro estirpes de Arcobacter butzleri em estudo, bem como os valores de UFC/mL ao tempo 0 (No) e no final (N7),

e ainda valor de m e o nome do método mais adequado utilizado para o seu calculo.

Numero
Antibiotico Namero de N N A-;?J)t(:ggi
Estirpes usado na de culturas Jackpots Média Mediana Método para m 04 T9 m N
- (x10%) (x10%) Esponténea (M)
selecao culturas sem 10
mutantes ( )
Ciprofloxacina 30 11 0 3,43 1 Py 2,86 1,83 1 0,55
DQ40A1 Levofloxacina 20 0 0 54,9 17,5 Lea-Coulson Median 2,86 1,83 5,82 3,18
Moxifloxacina 20 2 0 4.4 2,5 Lea-Coulson Median 2,86 1,83 1,51 0,82
Ciprofloxacina 20 0 0 37,5 4 Lea-Coulson Median 21,4 4 9,68 2,42
2003-1426 | Levofloxacina 20 0 0 62,4 55 Lea-Coulson Median 21,4 4 15,35 3,84
Moxifloxacina 20 0 0 31,3 5,5 Lea-Coulson Median 21,4 4 7,98 2
Ciprofloxacina 20 2 0 12 8 Lea-Coulson Median 1,81 2,79 3,29 1,18
AB22/11 Levofloxacina 20 0 0 72,05 27 Lea-Coulson Median 1,81 2,79 8,1 2,9
Moxifloxacina 20 1 0 6,1 3 Lea-Coulson Median 1,81 2,79 1,7 0,61
Ciprofloxacina 20 2 0 19,4 34 Lea-Coulson Median 6,16 3,68 2,04 0,56
CR113-2 Levofloxacina 20 0 1 153,1 61 Lea-Coulson Median 6,16 3,68 14,13 3,842
Moxifloxacina 20 7 0 19,85 26,5 Lea-Coulson Median 6,16 3,68 2,53 0,67
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Na analise dos resultados apresentados na tabela 4 é de salientar que, para todas as diferentes
estirpes estudadas, quando foi utilizada a levofloxacina como antibidtico presente nas placas
com meio seletivo, p apresentou os valores ligeiramente mais elevados, comparativamente com
os outros dois antibioticos utilizados. Considerando que a levofloxacina é uma fluoroquinolona
de geracao superior a ciprofloxacina, seriam expectaveis valores mais elevados para esta
Ultima. Isto devido a descrita proporcionalidade entre as geracoes das fluoroquinolonas e a sua
eficacia, ou seja, fluoroquinolonas de geracdes superiores tém uma maior e melhorada eficacia
relativamente as pertencentes a geracdes inferiores (Fabrega et al., 2009; Lee & Kanatani,
1999; Scheld, 2003). No entanto, este pressuposto, em que fluoroquinolonas de geracoes
superiores usadas para selecao promovem uma maior taxa de mutacdo espontanea nao é
verificavel para a moxifloxacina, uma vez que apresenta valores inferiores aos da levofloxacina
e, em duas estirpes, aos valores correspondentes a ciprofloxacina. Mas estes valores poderao
ter outra explicacao uma vez que a concentracao de moxifloxacina utilizada foi superior a usada
para as restantes fluoroquinolonas (CIP: 4xCMI; LEV: 4xCMI; MOX: 6xCMI). Este ajuste de
concentracao para 6xCMI no caso da moxifloxacina foi necessario de modo a uniformizar a
quantidade de coldnias mutantes surgidas nas placas com meio seletivo. Esta necessidade
deveu-se ao resultado de ensaios preliminares onde, com a utilizacao de 4xCMI das estirpes
para a moxifloxacina observavam-se 10 vezes mais colonias do que para as placas com
ciprofloxacina e levofloxacina. Esta modificacao pode suportar a hipotese de que a taxa de
mutacao espontanea € tanto maior quanto mais elevada a geracao de fluoroquinolona utilizada
para selecao dos mutantes resistentes. Este acontecimento pode eventualmente ter a sua
explicacdao com base na estrutura quimica das fluoroquinolonas. Esta hipotese é sugerida uma
vez que a adicao de grupos funcionais as moléculas pode ter como consequéncia a alteracao de
parametros que influenciam a entrada e saida das moléculas antimicrobianas da célula, tais
como a hidrofobicidade (Takenouchi et al., 1996). Esta explicacdo é proposta uma vez que as
mutacbes espontaneas ocorrem de forma independente da fluoroquinolona utilizada para
selecdo dos mutantes. Com isto conclui-se que as diferencas, embora pequenas, pois todos os
valores se encontram na mesma ordem de grandeza (10°) na taxa de mutacao espontanea,
podem derivar de mecanismos subjacentes de entrada e extrusdao do antibiotico. Os valores
deste parametro encontram-se dentro do intervalo dos valores referenciados para outras
bactérias (Bjorkholm et al., 2001; Karami-Zarandi et al., 2017; Puglia & Gualerzi, 2017), e sao

considerados como baixa taxa de mutacao (Pathak & Temin, 1990).

A realizacao do ensaio de flutuacao, para além do calculo da taxa de mutacao espontanea, teve
como objetivo também obterem-se mutantes de A. butzleri resistentes as fluoroquinolonas
para os ensaios subsequentes, e determinar quais as mutacdes espontaneas passiveis de ocorrer
correlacionadas com essa resisténcia. Para isto apos selecao e armazenamento das coldnias
resistentes, procedeu-se a realizacdao de pelo menos 4 passagens em placas com meio nao
seletivo da biomassa das colonias. Isto foi realizado com o intuito de garantir que a resisténcia

aparente das colonias mutantes nao era devido a uma adaptacao temporaria das células as
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condicdes, por parte do microrganismo. S6 apds estas passagens foi determinada a CMI para

cada mutante, e foi realizada a sequenciacao das zonas RDRQ dos genes gyrA e gyrB.

4.3. Avaliacdo das estirpes de Arcobacter butzleri resistentes a

fluoroquinolonas

A resisténcia adquirida aos antibioticos € muitas vezes consequéncia da ocorréncia de mutagoes
em zonas especificas do genoma das bactérias. Estas alteracdes ocorrem frequentemente
durante o processo de replicacdo do DNA o que promove o aparecimento de células filhas
portadoras dessas alteracdes (Puglia & Gualerzi, 2017; Salimiyan et al., 2018). As mutacdes
podem ser de trés tipos, dependendo do efeito que provocam no aminoacido codificado, isto
é, pode ocorrer uma mutacdo que leve a codificacdo do mesmo aminoacido (mutacao
silenciosa), ou de aminoacidos diferentes. Quando o aminoacido codificado difere do original
pode ocorrer uma mutacao missense, ou uma mutacao nonsense quando o codao onde ocorre a

mutacao se torna num codao STOP ou vice-versa (Najafi & Pezeshki, 2014).

A avaliacao de cada um dos mutantes selecionados no ensaio de determinacao da taxa de
mutacdo espontanea teve como principal objetivo o estudo de mutacdes associadas com o
fendtipo de resisténcia as fluoroquinolonas. Para isso, apos a selecao de trés colonias
resistentes provenientes de trés placas com meio seletivo de cada antibiotico para cada estirpe
do ensaio de determinacdo da taxa de mutacdo espontanea, procedeu-se a avaliacdo da
mutante, bem como da sequenciacao da regido determinante de resisténcia as quinolonas dos
genes gyrA e gyrB. Na Tablela 5 estao representados os resultados dos valores de CMI para as
estirpes parentais e cada um dos mutantes, o0 aumento desse valor comparando as estirpes
suscetiveis e resistentes bem como as mutacoes ocorridas na RDRQ dos genes gyrA e gyrB, com

representacao da alteracdo de aminoacidos codificados e da substituicdao nucleotidica.
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selecionados dos ensaios de flutuacdo, bem como o seu aumento face a respetiva estirpe Arcobacter

butzleri parental, e mutacao ocorrida na zona RDRQ dos genes gyrA e gyrB.

CMI (pg/mL) Mutacao
Estirpes de gyrA gyrB
A- butzter! (AurSlI:nto) (AurIBEeXIto) (AuAr?10e)r(|to) Alteracdo | supstituigao | Substituicdo
aminoacido nucleotidica w
CR113-2 (wt) | 0,06 (NA) | 0,125 (NA) | 0,25 (NA) NA NA NA
CRCip6 4 (64x) 8 (64x) 16 (64x) Thr85Ile C254T
CRCip12 4 (64x) 8 (64x) 16 (64x) Thr85Ile C254T
CRCip17 8 (128x) 8 (64x) 16 (64x) Thr85lle C254T
CRLev5 4 (64x) 8 (64x) 16 (64x) Thr85Ile C254T
CRLev9 4 (64x) 16 (128x) 16 (64x) Thr85Ile C254T
CRLev18 4 (64x) 16 (128x) 16 (64x) Thr85lle C254T
CRMox7 8 (128x) 8 (64x) 16 (64x) Thr85Ile C254T
CRMox12 4 (64x) 8 (64x) 16 (64x) Thr85lle C254T
CRMox17 4 (64x) 16 (128x) 32 (128x) Thr85lle C254T
DQ40A1 (wt) | 0,06 (NA) | 0,125 (NA) | 0,06 (NA) NA NA
DQCip3 4 (64x) 8 (64x) 8 (128x) Thr85lle C254T
DQCip17 4 (64x) 8 (64x) 8 (128x) Asp89Asn G265A
DQCip19 8 (128x) 8 (64x) 8 (128x) Thr85Ile C254T
DQLev2 4 (64x) 8 (64x) 8 (128x) Thr85lle C254T
DQlevé 4 (64x) 16 (128x) 8 (128x)
DQLev14 8 (128x) 32 (256x) 16 (256x)
DQMox2 4 (64x) 8 (64x) 16 (256x) Thr85lle C254T
DQMox5 4 (64x) 4 (32x) 8 (128x) Asp89Asn G265A
DQMox 12 8 (128x) 16 (128x) 8 (128x)
AB22/11 (wt) | 0,125 (NA) 1 (NA) 1 (NA) NA NA
AB22Cip9 32 (256x) 64 (64x) 32 (32x) Asp89Gli A266G
AB22Cip13 32 (256x) 64 (64x) 32 (32x) Thr85lle C254T
AB22Cip16 16 (128x) 64 (64x) 32 (32x) Thr85Ile C254T
AB22Levé 32 (256x) | 128 (128x) 32 (32x) Thr85lle C254T
AB22Lev8 32 (256x) | 128 (128x) 32 (32x) Thr85lle C254T
AB22Lev10 32 (256x) 64 (64x) 32 (32x) Asp89Gli A266G
AB22Mox5 32 (256x) | 256 (256x) 32 (32x) Thr85lle C254T
AB22Mox7 32 (256x) | 128 (128x) 64 (64x) Thr85Ile C254T
AB22Mox20 32 (256x) 64 (64x) 64 (64x) Thr85Ile C254T

wt - “wild type”; NA - Nao Aplicavel

*Alteracoes de nucledtidos que promoveram mutacdes silenciosas, ou seja, nao ocorreu alteracao do
aminoacido codificado

**Foram apenas encontradas diferencas nos nucleotidos da sequéncia dos mutantes provenientes da
estirpe 2003-1426, porém essas alteracoes nao resultaram em nenhuma alteracao de aminoacidos.
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para mutantes selecionados dos ensaios de flutuacdo, bem como o seu aumento face a estirpe de

Arcobacter butzleri parental correspondente, e mutacao ocorrida na zona RDRQ dos genes gyrA e gyrB.

CMI (pg/mL) Mutacao
Estirpes de gyrA gyrB
A. butzleri CIP LEV MOX = ——
Alteracao I Substituicdo
(Aumento) | (Aumento) | (Aumento) do ﬁﬂgf;ggg;‘ig nucleotidica
aminoacido **
33?5'1426 0,125 (NA) | 1 (NA) 1 (NA) NA NA
C254T;
2003Cip1 32 (256x) 128 (128x) 64 (64x) Thr85Ile C177T%;
C254T;
2003Cip14 64 (512x) 128 (128x) 64 (64x) Thr85Ile C177T%;
T216A* G1251A
C254T;
2003Cip15 32 (256x) 128 (128x) 64 (64x) Thr85lle (:i'12717f>1,;\*’ AM278G
C254T;
2003Lev1 16 (128x) 64 (64x) 32 (32x) Thr85Ile ﬁ'1271761/:\*’ C1330T
G265A;
2003Lev7 16 (128x) 64 (64x) 32 (32x) Asp89Asn ﬁ_12 717()1*; T1386A
C254T;
2003Lev18 32 (256x) 128 (128x) 64 (64x) Thr85lle ﬁ_127176'|/;*, C1470T
C254T;
2003Mox2 32 (256x) 128 (128x) 32 (32x) Thr85lle C177T%; T1473C
T216A*
C254T;
2003Mox 14 32 (256x) 128 (128x) 64 (64x) Thr85Ile C177T%;
G1482A
T216A*
C254T;
2003Mox18 32 (256x) 128 (128x) 64 (64x) Thr85Ile %EZZZ, G1548A

wt - “wild type”; NA - Ndo Aplicdvel

*Alteracoes de nucledtidos que promoveram mutacdes silenciosas, ou seja, nao ocorreu alteracao do
aminoacido codificado

**Foram apenas encontradas diferencas nos nucleotidos da sequéncia dos mutantes provenientes da
estirpe 2003-1426, porém essas alteracoes nao resultaram em nenhuma alteracao de aminoacidos

Os valores de CMI dos mutantes foram analisados e comparados com os resultados do mesmo

parametro, determinado previamente, para as quatro estirpes parentais estudadas
apresentadas na Tabela 3. Apos a analise dos valores de CMI de todos os mutantes foi possivel
observar o fendtipo de resisténcia em todos, isto porque todos igualaram ou ultrapassaram o
ponto de corte para a resisténcia aos antibioticos (CIP > 4 pg/mL; LEV > 4 pg/mL; MOX > 4
pg/mL) (Ge et al., 2013; Vicente et al., 2008). Em todos os mutantes analisados foi observado
um aumento em pelo menos 32x o valor de CMI relativamente ao valor para as respetivas
estirpes parentais. Com o intuito de tentar estabelecer uma relacdo entre o fendtipo de
resisténcia e genotipo, procedeu-se a sequenciacdo da RDRQ do gene gyrA, enzima com

associacao a resisténcia as quinolonas, previamente descrita. As sequéncias para essa regiao

41



especifica dos mutantes foram analisadas e alinhadas com as da respetiva estirpe parental
estando apresentadas nos anexos I, Il, Il e IV. Apods analise desses resultados, concluiu-se que,
em todos os mutantes a excecao de trés, a resisténcia antimicrobiana demonstrada na
determinacdo da CMI esta associada a uma Unica mutacao pontual na RDRQ do gene gyrA
(C254T, G265A ou A266G). No geral foram encontradas trés mutagdes pontuais distintas na zona
RDRQ do gene gyrA, com localizacao nas posicoes nucleotidicas 254, 265 e 266. Estas mutacoes
foram mapeadas na estrutura tridimensional da proteina DNA girase projetada pelo sistema
informatico SWISS-MODEL, representado na Figura 4.
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Figura 4 - Representacao tridimensional da projecao da proteina DNA girase da espécie Arcobacter
butzleri através da plataforma SWISS-MODEL com o mapeamento local das mutacdes descritas com

associacao a resisténcia as fluoroquinolonas.

A mutacao preferencialmente encontrada nos mutantes desta investigacao ocorreu na posicao
254 (codao 85), tendo sido encontrada em 28 mutantes dos 36 analisados, como esta
apresentado na Tabela 3. Esta mutacao caracteriza-se pela alteracdo de uma Unica base na
posicao 254, onde ocorre a transicao da base citosina para uma timina (C254T), o que leva a
substituicdo de uma treonina por uma isoleucina (Thr85Ile). Esta alteracao de aminoacido tem
como consequéncia a resisténcia antimicrobiana as fluoroquinolonas, o que podera ser
explicado pela modificacdo das caracteristicas fisico-quimicas, onde a isoleucina apresenta
uma maior hidrofobicidade e menor polaridade, o que pode provocar uma perda de afinidade

do antibiotico para com a sua enzima alvo, a DNA girase (Jiang et al., 2006; Saint-Jean et al.,
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2018; WHO, 2018). A associacao desta mutacdo com a resisténcia a ciprofloxacina ja foi
anteriormente descrita, tanto para Arcobacter spp. como para microrganismos proximos como
C. jejuni e C. coli. (Abdelbaqi et al., 2007; Wieczorek & Osek, 2013). Embora esta mutacao
seja partilhada por estes microrganismos, € de salientar que o codao e posicao onde se

localizam em cada género sao distintos (Abdelbaqi et al., 2007).

Este estudo vem relacionar a mutacao Thr85lle (C254T) com a resisténcia nao sé a
ciprofloxacina, mas também a levofloxacina e moxifloxacina, fluoroquinolonas de geracoes
mais recentes, e confirma a associacdo das mutacbes descritas para a resisténcia a
ciprofloxacina com a resisténcia as fluoroquinolonas no geral, como ja foi referido em estudos
anteriores (Alfredson & Korolik, 2007; Smith & Fratamico, 2010).

Duas outras mutacodes responsaveis pelo desenvolvimento da resisténcia as fluoroquinolonas
foram encontradas nas posicoes 265 e 266 correspondentes ao codao 89. A mutacao ocorrida
na posicao 265 ocorre na primeira base do codao 89 e baseia-se na substituicao de uma guanina
por uma adenina (G265A), o que provoca uma alteracao no aminoacido codificado de um acido
aspartico para uma asparagina (Asp89Asn). Nesta mutacdo o aminoacido que passa a ser
codificado, asparagina, apresenta um ligeiro aumento na hidrofobicidade e neutralizacao na
carga total em comparacao com o acido aspartico. Estas alteracoes poderdo estar na base da
resisténcia uma vez que a modificacdo das caracteristicas fisico-quimicas pode estar
relacionada com a perda de afinidade do antibidtico para com o seu alvo intracelular (Jiang et
al., 2006; Saint-Jean et al., 2018; WHO, 2018). Esta alteracao nucleotidica foi ja relatada como
tendo influéncia na resisténcia a ciprofloxacina nas espécies C. jejuni e C. coli (Changkwanyeun
et al., 2016; Hanninen & Hannula, 2007), contudo nunca foi associada com a espécie A.

butzleri.

A terceira mutacao encontrada neste estudo ocorre, também no codao 89, no entanto na sua
posicao intermédia, onde sucede uma alteracdo de uma alanina para uma guanina (A266G).
Como consequéncia, ocorre a permutacdao do aminoacido codificado, onde a glicina toma o
lugar do &cido aspartico (Asp89Gli). A semelhanca das outras duas mutacées encontradas, o
aminoacido que passa a ser codificado tem caracteristicas diferentes do original,
nomeadamente apresenta uma maior hidrofobicidade, neutralizacao da carga e nao polaridade
comparativamente com o original, o que pode promover a perda de afinidade da
fluoroquinolona para com a DNA girase (Jiang et al., 2006; Saint-Jean et al., 2018; WHO, 2018).
Esta mutacao, ao contrario das outras duas mutacdes encontradas, nao foi, até ao momento,
descrita como associada a resisténcia as fluoroquinolonas nem em espécies pertencentes ao
género Arcobacter nem em microrganismos proximos, tais como membros pertencentes ao

género Campylobacter.

Nos resultados apresentados na tabela 5 é verificado que em todos os mutantes derivados da
estirpe parental A. butzleri CR113-2 apenas ocorreu o surgimento da mutacao mais frequente,
localizada na posicao 254 (Thr85lle), alteracao ilustrada na Figura 5A. Nas estirpes resultantes

das colonias resistentes de A. butzleri AB22/11 foi encontrada, ou a substituicao Thr85lle
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(C254T), ou a transicdao Asp89Gli (A266G), demonstradas na Figura 5B, sendo esta Ultima
descrita pela primeira vez, neste estudo em associacao a resisténcia a fluoroquinolonas. Na
estirpe A. butzleri 2003-1426, foram encontradas as mutacdes responsaveis pelas substituicoes
de aminoacidos Thr85lle (C254T) e Asp89Asn (G265A), ilustradas nos exemplos da Figura 5C.
Quando analisados os mutantes provenientes da estirpe parental A. butzleri DQ40A1, verificou-
se que estas mesmas substituicbes foram as associadas ao carater resistente dos
microrganismos, exemplos apresentados na Figura 5D. Para além disso trés dos clones

analisados nao apresentaram qualquer mutacao no gene gyrA (Tabela 5 e Anexo I).

CR113-2 I TCAGTTTATGATGCACTTGTAAGAATGGCACAAAATTTCTCTTTA

CRCipl2 TTC il TTCTCTTTA

CRMox7 TTCAGTTTATGATGCACTTGTAAG TTTCTCTTTA
R R T e 2 R T s A T P B SR T B 2 TR T B e S e 3 TR T B 5 A

AB22/11

AB22Cip9 CCTCAT

AB22Lev6 CCTCATGG!?

%k kkdkkkkkk
\AAGTTTCTCTTTA

AGTTTCTCTTTA

; LTM,@CTTH\I—' AGTTTCTCTTTA
%k ek ok kR dak ke kikkkok ki kA ki dokk kR kkkk
STTTATC AAAGTTTCTCTTTA
TTTAT( - AGTTTCTCTTTA
CCTCATG JTTCAGTTTATIARTGCACTTGTAAGAATGGC? GTTTCTCTTTA
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Figura 5 - Alinhamento da regidao especifica da sequéncia onde ocorreram mutacdes associadas a
resisténcia as fluoroquinolonas de dois mutantes com a sua estirpe parental. A azul esta representada a
posicao 254 (Thr85lle); A cor-de-laranja esta assinalada a mutacdo da posicao 265 (Asp89Asn); Verde
corresponde a mutacao verificada na posicdo 266 (Asp89Gli). A - Mutantes e estirpe parental de Arcobacter
butzleri CR113-2; B - Mutantes e estirpe parental de Arcobacter butzleri AB22/11; C - Mutantes e estirpe
parental de Arcobacter butzleri 2003-1426; D - Mutantes e estirpe parental de Arcobacter butzleri
DQ40A1.

Pela analise do alinhamento das sequéncias dos mutantes com as estirpes parentais
correspondentes foram ainda observadas mutacdes de carater silencioso uma vez que, apesar
da alteracao de nucledtido, o aminoacido codificado foi mantido, nao interferindo assim na
resisténcia aos antibioticos. Estas mutacdes silenciosas foram encontradas nas posicoes 177 e
216 nos mutantes da estirpe A. butzleri 2003-1426. Por comparacao dos valores de CMI
verificou-se que nao ha uma relacdo direta entre a mutacdo e o nivel de resisténcia

apresentado.

Com o intuito de tentar perceber se a ocorréncia de mutacoes no gene gyrB pode ter influéncia
nos niveis de resisténcia apresentados, e justificar a resisténcia observada nas trés estirpes que
nao apresentaram mutacées na RDRQ do gene gyrA, foram desenhados primers para

amplificacao da RDRQ do gene gyrB e posterior sequenciacao. Esta hipdtese foi investigada uma



vez que a contribuicdo de mutacdes neste gene foi ja referenciada como um mecanismo
adjacente na resisténcia as fluoroquinolonas para bactérias das espécies M. turbeculosis e H.
pylori (Aubry et al., 2006; Kim et al., 2011; Miyachi et al., 2006; Veziris et al., 2007; Pantel et
al., 2012; Rimbara et al., 2012).

No presente estudo, no que diz respeito aos mutantes provenientes da estirpe A. butzleri 2003-
1426 foram também encontradas alteracdes nucleotidicas de carater silencioso, ou seja, o
aminoacido codificado nao é alterado. Por isto conclui-se que nao foram observadas mutacoes
na RDRQ do gene gyrB, que conduzam a uma alteracao do perfil fenotipico, para nenhum dos
mutantes, constatando-se que os niveis de resisténcia apresentados nao sao dependentes das

mutacoes ocorridas na RDRQ deste gene.

De forma geral, pela observacado e analise dos valores de CMI e pelo aumento verificado nos
mutantes (Tabela 5) conclui-se que os niveis de aumento para cada antibiotico nao diferem
significativamente entre si. Porém, as variacdes de resisténcia observadas entre mutantes da
mesma estirpe podem ser explicadas por sinergismos com outros mecanismos de resisténcia,
por exemplo, por mutacdes ocorridas em zonas do genoma da bactéria ndo analisadas. E de
salientar ainda que a diferenca mais significativa no aumento do valor de CMI ocorre quando o
mutante A. butzleri 2003Cip14 (aumento em 512x) é comparado com alguns mutantes
provenientes da estipe A. butzleri DQ40A1, como por exemplo A. butzleri DQLev2 (aumento
em 64x). Esta diferenca pode ser explicada nao s6 por outros mecanismos que podem estar a
contribuir para a resisténcia apresentada, mas também por um papel da diversidade genética

de cada estirpe.

Pela analise de todos os resultados foram encontrados trés mutantes provenientes da estirpe
A. butzleri DQ40A1 que pela determinacdo da CMI demonstraram ser resistentes as trés
fluoroquinolonas testadas, contudo nao foi encontrada qualquer mutacao, nos genes tanto da
subunidade A como da subunidade B da enzima DNA girase. Estes resultados propéem assim, a

existéncia de outro mecanismo que permitiu a célula adquirir a resisténcia exibida.

4.4. Avaliacao fenotipica da expressao das bombas de efluxo

A resisténcia a varios antibioticos tem sido associada as bombas de efluxo presentes na
membrana celular que sao responsaveis pela extrusao de forma ativa das moléculas
antimicrobianas da célula, impedindo assim que o farmaco alcance o seu alvo intracelular (Blair
et al., 2015; Dzidic et al., 2008; Munita & Arias, 2016; Puglia & Gualerzi, 2017). Este
mecanismo, embora com menor frequéncia, tem sido também associado a resisténcia as
fluoroquinolonas em diversos microrganismos (Ge & McDermott, 2005; lovine, 2013; Luo et al.,
2003; Munita & Arias, 2016; Pumbwe et al., 2004). Em microrganismos préximos de Arcobacter,
como Campylobacter e Helicobacter foram ja relatados casos em que o funcionamento das
bombas de efluxo presente na bactéria sdao o Unico mecanismo responsavel pelo fenétipo de

resisténcia (Pumbwe et al., 2004). Porém também ha estudos que referem que o fenotipo de
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resisténcia pode ser causado devido a contribuicdo das bombas de efluxo em sinergismo com

outros mecanismos (Ge & McDermott, 2005; Luo et al., 2003).

A existéncia de trés mutantes sem qualquer mutacao nos genes gyrA e gyrB, nas estirpes de A.
butzleri estudadas sugere a hipotese da existéncia de um outro mecanismo celular causador do
fendtipo de resisténcia as fluoroquinolonas, possivelmente com contribuicdo de bombas de
efluxo descrita previamente (Silva, 2017). Assim, foi realizado um ensaio de acumulacao de
brometo de etidio com o intuito de avaliar a expressdo fenotipica das bombas de efluxo nos
trés mutantes e respetiva estirpe parental (Figura 6). Para este fim foi utilizado o fluorocromo
brometo de etidio como substrato, que ao passar pela membrana plasmatica e entrar nas
células se acumula no seu interior (Ferreira et al., 2014; Martins, 2013). A fluorescéncia emitida
pelo fluorocromo presente no interior da célula permite entender o papel que as bombas de
efluxo desempenham na entrada e permanéncia de moléculas no seu interior, fornecendo assim
informacao sobre o funcionamento das mesmas. Esta informacao € conseguida uma vez que
valores elevados de fluorescéncia indicam uma elevada acumulacdo de brometo de etidio
dentro da célula. Quando este valor sofre um aumento ou decréscimo significativo é
correlacionado com a diminuicao ou aumento do funcionamento das bombas de efluxo,

respetivamente (Gill et al., 1999).
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Figura 6 -Ensaio da avaliacao acumulacdo de brometo de etidio através da medicao da fluorescéncia
emitida pelo mesmo ao longo do tempo. O ensaio foi realizado pelo menos trés vezes de forma

independente, sendo que os valores apresentados correspondem a média dos valores obtidos.
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Pela analise dos resultados representados na Erro! A origem da referéncia nao foi encontrada.
onde todos os trés mutantes apresentam valores de fluorescéncia inferiores aos apresentados
pela respetiva estirpe parental (A. butzleri DQ40A1), é sugerido o papel das bombas de efluxo
como implicado na resisténcia aos antibidticos estudados. Quando comparados com a estirpe
parental, todos os mutantes apresentaram menor acumulacdao de brometo de etidio no seu
interior, o que é visivel através da fluorescéncia emitida por este fluorocromo. Na analise dos
mutantes entre si é denotado que a estirpe mutante A. butzleri DQlev14 apresenta uma
diferenca maior na fluorescéncia do que os outros dois mutantes em relacao a estirpe parental
A. butzleri DQ40A1. Esta ligeira diferenca entre estirpes € eventualmente explicada pela
possivel ocorréncia de mutacdes secundarias, nao estudadas, que poderao participar na
compensacao da resisténcia apresentada (Melnyk et al., 2015), uma vez que o valor de CMI de

cada uma € muito semelhante.

Quando sujeitas a alguns fatores ambientais e agentes antimicrobianos as células tém a
capacidade de apresentarem resisténcia temporaria, como uma forma de sobrevivéncia e de se
adaptarem as caracteristicas do meio onde se encontram. Porém esta resisténcia dissipa-se
quando o efeito desses fatores é retirado (Fernandez et al., 2011; Salimiyan Rizi et al., 2018).
O facto de todos os mutantes terem sido sujeitos previamente a pelo menos 4 passagens em
meio nao seletivo anula a hipotese de ocorréncia de mecanismos que promovem resisténcia
temporaria (Fernandez et al., 2011; Salimiyan Rizi et al., 2018). Conclui-se assim, que a
resisténcia apresentada é de caracter permanente e ocorre eventualmente devido a uma
possivel mutacdo num gene regulador de mecanismos de resisténcia ndo analisado, como por
exemplo as bombas de efluxo. Estes resultados vém entao sugerir a acdo das bombas de efluxo

como um mecanismo pelo qual A. butzleri apresenta resisténcia a fluoroquinolonas.

4.5. Transformacao de estirpes suscetiveis de Arcobacter

butzleri

A transformacao bacteriana é uma das formas de transferéncia horizontal de genes em que as
bactérias competentes para isso tém a capacidade de incorporar, no seu genoma, DNA
extracelular presente no meio ambiente. Este tipo de transformacao traduz, por exemplo, o
mecanismo que ocorre entre as bactérias suscetiveis que podem incorporar DNA de bactérias
resistentes a agentes antimicrobianos (Wackernagel, 1994). Esta forma de transformacao ja foi

descrita para microrganismos inseridos na espécie A. butzleri (Silva, 2017).

Neste trabalho esta metodologia foi utilizada de modo a transformar a estirpe suscetivel de A.
butzleri DQ40A1 com fragmentos de DNA com as trés mutacdes encontradas na avaliacdo da
sequenciacao dos mutantes provenientes do ensaio de flutuacao. Apoés a realizacao deste ensaio
os resultados foram observados e a frequéncia de mutacdo espontanea calculada através da
razao do nimero de transformantes por mililitro por UFC/mL totais e micrograma de DNA, e os

resultados apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Frequéncia de transformacdo da estirpe Arcobacter butzleri DQ40A1 com trés fragmentos de

DNA diferentes provenientes do ensaio de flutuacao.

Mutacao encontrada no fragmento de
DNA usado para transformacéao
(alteracao nucleotidica)

Thr85lle (C254T)

Frequéncia de transformacao
(+ desvio padrao)

9,82 x10% + 6,4 x10°%

Asp89Asn (G265A) 1,72 x1008 + 1,5 x10°08

Asp89Gli (A266G) 2,69 x10°% + 2,5 x10°8

Apds analise dos resultados verificou-se que a maior frequéncia de transformacao é alcancada
quando se usou o fragmento de DNA contendo a mutacao Thr85lle para a transformacao, sendo
este valor quase 1000 vezes superior ao calculado para a transformacao com as outras duas
mutacodes. Este resultado vem suportar a informacao de que a mutacao ocorrida na posicao 254
€ a mais prevalente na natureza, sendo a Unica ja descrita para A. butzleri, de entre as trés
mutacdes encontradas (Abdelbaqi et al., 2007; Alfredson & Korolik, 2007; Smith & Fratamico,
2010).

Com o intuito de confirmar a transformacao das estirpes para a realizacao dos ensaios
subsequentes para avaliacao da sua robustez, foi realizada a sequenciacao dos mesmos pela
metodologia descrita anteriormente no ponto 3.6.. Apds analise desses resultados verificou-se
que apenas a transformacdo com o fragmento de DNA com a mutacdao Thr85Ille foi 100%
confirmada. Isto porque todos os transformados com as outras duas mutacdes para além de
possuirem a mutacao desejada adquiriram também mutacdes espontaneas em outras zonas da
RDRQ da gyrA. Estas mutacGes nao desejadas sao eventualmente resultado de mutacoes
espontaneas ocorridas durante o protocolo de transformacdo, porém a causa e tempo em que

ocorrem nao foram possiveis de detetar.

Apds selecao dos transformados e confirmacdo dessa transformacéo através da sequenciacao,
foi determinada a CMI para as trés fluoroquinolonas estudadas ao longo este trabalho. Os
resultados da CMI da estirpe selecionada na transformacao natural comparativamente com a

estirpe parental correspondente estao apresentados na Tabela 7.

transformacao (Arcobacter butzleri 851) e da estirpe parental correspondente (Arcobacter butzleri
DQ40A1) para trés fluoroquinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina e moxifloxacina), bem como a mutacao

no gene da gyrA associada a essa resisténcia.

. Mutac&o no CMI (pg/mL)
Estirpe
gene da gyrA (o] LEV MOX
A. butzleri
DQ40AT (wt) NA 0,06 0,125 0,06
A. butzleri 851 Thr85Ile (C254T) 16 32 32
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Pela analise dos resultados e da comparacdo dos mesmos com a estirpe parental e com os
pontos de corte para a resisténcia as fluoroquinolonas utilizados neste estudo (CIP > 4 ug/mL;
LEV > 4 pg/mL; MOX > 4 pg/mL) (Ge & McDermott, 2005; Vicente et al., 2008), foi possivel
concluir que a estirpe 851 selecionada na transformacao natural apresenta resisténcia as trés
fluoroquinolonas estudadas. Os valores de CMI desta estirpe A. butzleri 851 foram também
comparados com os valores do mesmo parametro das estirpes portadoras de mutacoes
espontaneas provenientes da mesma estirpe parental (A. butzleri DQ40A1) representadas na
Tabela 5. Nesta comparacdo foi possivel verificar que A. butzleri 851 apresentou niveis
fenotipicos de resisténcia ligeiramente superiores as estirpes portadoras de mutacao
espontanea. Esta ligeira diferenca pode ser explicada pela ocorréncia de mutacdes secundarias

em outras zonas do genoma que compensam essa resisténcia.

4.6. Avaliacdo da robustez das estirpes de Arcobacter butzleri

com resisténcia as fluoroquinolonas

As mutacdes com associacao a resisténcia antimicrobiana podem influenciar a forma como as
bactérias se comportam no meio ambiente em competicdo com outras (Vogwill & Maclean,
2015), o que pode ser traduzida em custo para a robustez das estirpes. Quando acontece, a
mutacdo tem uma maior probabilidade de se dissipar na auséncia de tratamento
antimicrobiano. Isto é, quanto menor o custo causado pela mutacdo a bactéria maior é a
probabilidade de estabilidade da mutacao (Maharjan & Ferenci, 2017; Melnyk et al., 2015).
Contudo uma mutac¢ao pode provocar um custo na robustez bacteriana, mas ser compensado
pelo desenvolvimento de mutacdes secundarias que ajudam a neutralizar esse custo para a
bactéria (Melnyk et al., 2015).

A avaliacao da robustez das estirpes de A. butzleri com mutagdes associadas a resisténcia as
fluoroquinolonas foi efetuada por trés ensaios distintos. Nestes ensaios foi verificada a
influéncia das mutacgdes na cinética de crescimento das bactérias, na sobrevivéncia das mesmas
qguando em competicao com a estirpe parental e ainda na capacidade das bactérias na formacao
de biofilmes. Para a realizacdo destes ensaios foram utilizadas trés estirpes portadoras de
mutacao no gene gyrA e uma estirpe parental ausente de qualquer mutacao. Devido a nao ter
sido possivel usar as estirpes portadoras das trés mutacoes diferentes provenientes do ensaio
de transformacao, apenas foram testadas mutantes com a mutacao C254T. Assim, uma das
estirpes usada foi proveniente do ensaio de transformacao (A. butzleri 851), enquanto as outras
duas foram originarias do ensaio de flutuacao (A. butzleri DQcip3 e A. butzleri DQmox2). Estas
duas estirpes possuidoras de uma mutacao de carater espontaneo distinguem-se na forma como
foram obtidas, pois uma provém de uma placa de selecao com o antibiotico ciprofloxacina e

outra de uma placa de selecao com moxifloxacina, sendo que o produto de amplificacao da

49



RDRQ da gyrA da estirpe A. butzleri DQcip3 foi utilizado como material genético dador para a

transformacao.
4.6.1. Curva de crescimento

O crescimento bacteriano de cada espécie pode ser afetado por diversos fatores ambientais
bem como pela resisténcia adquirida a agentes antimicrobianos (Pope et al., 2010; Amagu
Echiegu, 2015). A realizacdo do ensaio de cinética de crescimento € um dos ensaios descritos
para avaliacao do custo das mutacdes na sobrevivéncia e robustez das bactérias no geral.
Estudos previamente descritos relataram tanto a influéncia como a nao influéncia das mutacées
no crescimento bacteriano. Nomeadamente, em estirpes incluidas nas espécies C. coli e C.
jejuni o custo da resisténcia as fluoroquinolonas na cinética de crescimento foi ja relatado,
porém em estudos realizados em A. butzleri ndo demonstraram essa mesma influéncia
(Bjorkholm et al., 2001; Ferreira et al., 2018; Pope et al., 2010). Neste estudo foi avaliada a
influéncia da mutacao ocorrida na posicao 254 da RDRQ da gyrA encontrada nos mutantes
resultantes do ensaio de flutuacao, bem como da transformacao de uma estirpe parental com
fragmento de DNA contendo essa mesma mutacdo, na cinética de crescimento das estirpes.
Para isto as estirpes foram colocadas a crescer em meio liquido e lida a DOgonm as 0, 2, 4, 6, 8,

10, e 24 horas de crescimento, e os resultados apresentados na Figura 7.

- A. butzleri DQ40A1

—— A. butzleriDQCip3

- A. butzleri 851

DO620nm

=¥ A.butzleri DQMox2

15 20 25

Horas

Figura 7 - Curva de crescimento de quatro estirpes de Arcobacter butzleri, DQ40A1 (estirpe parental),
851 (estirpe transformada com fragmento de DNA com mutacao na posicao 254 da RDRQ da gyrA), DQCip3
(estirpe com mutacao espontanea na posicao 254 da RDRQ do gene gyrA, usado como material genético
dador para a transformacao) e DQMox2 (estirpe com mutacdo espontanea na posicao 254 da RDRQ da
gyrA). Resultados obtidos correspondem a média+desvio padrao resultante de pelo menos trés ensaios

independentes. A analise estatistica foi realizada com o teste one-way ANOVA.
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Pela analise dos resultados apresentados é verificavel que todas as estirpes apresentam o
mesmo comportamento, e pela realizacdo do teste estatistico one-way ANOVA nenhum dos
mutantes apresentou diferenca estatistica significativa (p > 0,05) quando comparada com a
estirpe parental. Nas primeiras seis horas de crescimento é possivel observar que as estirpes A.
butzleri 851 e A. butzleri DQMox2 apresentam-se sobrepostas com o perfil da estirpe parental
A. butzleri DQ40A1, porém a estirpe A. butzleri DQCip3 apesar de se apresentar uma curva de
crescimento proxima das restantes apresenta valores de densidade otica ligeiramente
superiores aos das restantes estirpes. Este comportamento prolonga-se até ao final da analise.
Estes resultados vém de encontro ao ja descrito para esta espécie por Ferreira e seus
colaboradores (Ferreira et al., 2018). Assim, € possivel concluir que a presenca da mutacao na
posicdo 254 da RDRQ da gyrA associada a resisténcia as fluoroquinolonas ndo apresenta

influéncia para o crescimento de bactérias da espécie A. butzleri.

4.6.2. Testes de competicao

A avaliacdo do custo das mutacoes na sobrevivéncia das bactérias aquando em competicdo com
outras € outro ensaio largamente usado para determinar o custo da resisténcia na robustez das
bactérias em geral. Este ensaio in vitro traduz de certa forma o que ocorre no meio ambiente,
em que os microrganismos competem entre si pelos nutrientes e fatores necessarios ao seu
crescimento (Pope et al., 2010). A influéncia das mutagdes neste tipo de ensaios fornece
informacao acerca da sobrevivéncia das estirpes resistentes no meio ambiente em competicao
com outras bactérias (Vogwill & Maclean, 2015). Este ensaio ja foi descrito para avaliacdo do
custo associado a resisténcia as fluoroquinolonas em A. butzleri e S. pneumoniae, em que
membros desta uUltima espécie apresentaram resultados que indicam um custo na robustez
bacteriana quando possuem mutacdes associadas a resisténcia as fluoroquinolonas (Rozen et
al., 2007). Contudo, em ensaios similares em A. butzleri esse custo nao foi observado (Ferreira
et al., 2018). Assim com o intuito de determinar a influéncia da resisténcia as fluoroquinolonas
na competicao com outras estirpes foi realizado um ensaio em que duas estirpes (resistente e
suscetivel) foram colocadas a crescer em competicao numa proporcao 1:1 durante 24 horas. As
UFC/mL foram determinadas as 0 e 24 horas e os resultados apresentados na forma de custo

relativo representados na Figura 8.
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Figura 8 - Custo relativo de trés estirpes de Arcobacter butzleri resistentes as fluoroquinolonas associada
a mutacao C254T (Thr85lle), provenientes, duas de mutacdes espontaneas (Arcobacter butzleri DQCip3 e
Arcobacter butzleri DQMox2), e uma de transformacao natural (Arcobacter butzleri 851) de uma estirpe
suscetivel aos mesmos antibidticos. Os resultados apresentados sdo provenientes da média+desvio padrao
de pelo menos trés ensaios realizados de forma independente. Analise estatistica pelo teste one-way
ANOVA.

O custo relativo é fornecido pela razao entre o logaritmo neperiano das UFC/mL resistentes as
24 horas sobre UFC/mL resistentes as 0 horas, e o logaritmo neperiano das UFC/mL suscetiveis
as 24 horas sobre UFC/mL suscetiveis as 0 horas. E considerado que nado ocorre qualquer custo
na robustez bacteriana, quando o valor de custo relativo é de 1, sendo que quando este valor
€ superior ou inferior, é considerado que ocorreu um aumento ou decréscimo no custo,
respetivamente (Ferreira et al., 2018). Pela analise dos resultados apresentados para as trés
estirpes de A. butzleri estudadas é denotado pela visualizagdo do grafico que nenhuma das
estirpes em estudo apresentou custo significativo na sua robustez aquando em competicao com
a sua estirpe parental. Este resultado foi confirmado pela realizacdo da analise estatistica pelo
teste one-way ANOVA, onde nenhuma das estirpes apresentou diferenca significativa (p > 0,05)
comparativamente ao valor fixo de 1. De modo a tentar compreender se a origem das mutacoes
(espontanea ou por transformacao) influencia a robustez da estirpe, procedeu-se a comparacao
dos resultados de cada estirpe entre si. Na analise e comparacao visual do grafico é verificada
uma ligeira diferenca entre cada uma, porém nenhuma se traduz em custo relativo significativo
(p > 0,05). Resultados similares tém sido associados a ocorréncia de mutaces secundarias
compensatorias do custo provocado pelas mutacdes associadas a resisténcia antimicrobiana
(Maharjan & Ferenci, 2017; Melnyk et al., 2015), no entanto a estirpe A. butzleri 851 que foi
transformada com a mutacao de interesse possui um perfil semelhante. Estes dados indicam
que a robustez de A. butzleri pode nao ser afetada por mutaces pontuais. Esta ndo influéncia
das mutacoes associadas a resisténcia as fluoroquinolonas na robustez de estirpes de A. butzleri
ja foi referida por Ferreira et al. (2018). Assim sugere-se que a presenca da mutacdo aqui

estudada (Thr85lle) com associacdo a resisténcia as fluoroquinolonas nao influenciara a maneira
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como A. butzleri sobrevive num meio ambiente em competicao com outras bactérias

suscetiveis.

4.6.3. Capacidade de formacao de biofilmes

A capacidade de formar biofilmes € um mecanismo de protecao celular que algumas bactérias
possuem com o objetivo de se protegerem e sobreviverem a ambientes de adversos. Esta
capacidade capacita estas bactérias de uma vantagem na sobrevivéncia no meio ambiente
perante outras bactérias que nao possuam essa caracteristica (Ferreira et al., 2013; Kjeldgaard
et al., 2009). O estudo da influéncia da resisténcia as fluoroguinolonas nesta capacidade é
outra metodologia de avaliacdo da robustez das bactérias. Esta habilidade é caracteristica de
membros da espécie A. butzleri e a sua determinacao foi ja referida como uma metodologia
Gtil para estabelecer uma correlacdo entre a resisténcia as fluoroquinolonas e a sua influéncia
na sua sobrevivéncia (Ferreira et al., 2018). Com este mesmo objetivo foi realizado um ensaio
em que as estirpes foram sujeitas a um crescimento durante 48 horas e no final desse periodo
os biofilmes foram revelados através do método do violeta de cristal, sendo que os resultados

se encontram apresentados na Figura 9.
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Figura 9 - Formacao de biofilmes de trés estirpes de Arcobacter butzleri mutantes resistentes as
fluoroquinolonas em comparacao com a estirpe parental Arcobacter butzleri DQ40A1. Absorvancia
apresentada como média+desvio padrao, resultante de pelo menos trés ensaios independentes, para cada

estirpe de Arcobacter butzleri mutante e parental. A analise estatistica pelo teste one-way ANOVA.

Pela analise dos resultados é possivel observar que a diferenca na formacao de biofilmes para
a estirpe parental, A. butzleri DQ40A1, nédo difere significativamente da absorvancia lida para
as estirpes mutantes resistentes (p > 0,05). Tal como ja foi referido em estudos prévios,
mutacoes associadas a resisténcia as fluoroquinolonas ndo tem influéncia na capacidade de
formacao de biofilmes em A. butzleri (Ferreira et al., 2018). Assim conclui-se que a mutacao
Thr85lle associada a resisténcia as fluoroquinolonas ndo apresenta para a bactéria qualquer

custo ao nivel da formacao de biofilmes.
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Capitulo 5 - Conclusées e Perspetivas

Futuras

A. butzleri é uma bactéria incluida na familia Campylobactereacea, sendo considerada como
um enteropatogéneo emergente e o quarto Campylobacter-like organism presente em fezes de
natureza diarreia persistente e aquosa. As doencas desencadeadas por infecoes por esta espécie
sdo normalmente autolimitadas, porém em situacdes de maior gravidade é necessario o uso de
antibioticos, normalmente as fluoroquinolonas. O isolamento de A. butzleri resistente as
fluoroquinolonas representa uma preocupacao em termos de salde puUblica. A resisténcia as
fluoroquinolonas nesta espécie passa normalmente por uma mutacdo pontual na regido
determinante de resisténcia as quinolonas do gene da DNA girase A, porém pode também ser
consequéncia de outros mecanismos ainda nao estudados. Assim, este estudo focou-se na
avaliacdo da contribuicdo de mutacdes pontuais na resisténcia as fluoroquinolonas em A.

butzleri, bem como a diversidade dessas mutacoes, e de outros mecanismos putativos.

Pela determinacao da taxa de mutacao espontanea de quatro estirpes de A. butzleri, através
de um ensaio de flutuacao em condicdes de aerobiose a 30°C, verificou-se que esta se
encontrava numa ordem de grandeza de 10° para as quatro estirpes avaliadas,
independentemente da fluoroquinolona utilizada na selecdo das coldnias resistentes. Pela
sequenciacao da RDRQ da gyrA foram verificadas trés mutacoes distintas nas posicoes 254, 265
e 266 que apresentaram associacao a resisténcia as trés fluoroquinolonas testadas, sendo que
a ultima nunca antes tinha sido referenciada quer para Arcobacter quer para microrganismos
proximos. Todas estas mutacoes demonstraram estabilidade ao longo do tempo. Com o intuito
de perceber que outros mecanismos poderado estar na explicacao do fenétipo de resisténcia as
fluoroquinolonas foi sequenciada a RDRQ do gene da gyrB porém nenhuma mutagdo foi
encontrada, concluindo-se assim que esta subunidade ndo demostra ter influéncia na
resisténcia as fluoroquinolonas em A. butzleri. No entanto, pela avaliacdo da expressao
fenotipica das bombas de efluxo os resultados sugere-se a contribuicdo desta maquinaria celular

para a resisténcia as fluoroquinolonas em A. butzleri.

De modo a estudar a resisténcia adquirida por via da transferéncia horizontal de genes
procedeu-se a transformacao natural de uma estirpe competente suscetivel as fluoroquinolonas
(DQ40A1) com fragmentos de DNA com as mutacdes encontradas anteriormente. Assim,
verificou-se que as estirpes transformadas com o fragmento de DNA com a mutacao associada
a transicao Thr85lle apresentaram uma frequéncia de transformacdo quase 1000x superior as
transformadas com as outras duas mutacdes, o que salienta a abundancia da mutacdo C254T
(Thr85lle) em detrimento das mutacdes Asp89Asn e Asp89Gli. A influéncia da mutacdo associada
a transicao Thr85Ile na robustez das estirpes foi estudada verificando-se que nao tem qualquer

influéncia na forma como sobrevivem no meio ambiente quer as bactérias que adquiriram
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mutacao de forma espontanea, quer a que adquiriu a mutacao através de transferéncia

horizontal de genes.

Com este trabalho foi entdo concluido que a resisténcia as fluoroquinolonas na espécie A.
butzleri poder ser devida tanto a presenca de mutacdes na regiao determinante de resisténcia
as quinolonas do gene da gyrA como a contribuicao das bombas de efluxo. Para além da mutacao
ja previamente descrita por diversos autores ocorrida na posicao 254 (Thr85Ile) foram
associadas a resisténcia as fluoroquinolonas mais duas mutacoes nas posicoes 265 (Asp89Asn) e
266 (Asp89Gli) da RDRQ da gyrA. A mutacao da posicao 254 (Thr85Ile) nao aparenta ter qualquer

influéncia na robustez bacteriana.

Sao, no entanto, necessarios mais estudos de modo a compreender melhor os outros
mecanismos subjacentes a resisténcia as fluoroquinolonas em A. butzleri. Assim, seria

importante em trabalhos futuros:

e Transformar estirpes bacterianas de A. butzleri suscetiveis as fluoroquinolonas com
fragmentos de DNA com as outras duas mutacoes Asp89Asn e Asp89Gli (G265A e A266G)

na auséncia de mutacdes espontaneas durante o protocolo de transformacao;

e Determinar a influéncia da presenca destas mutacdes, quer de caracter espontaneo

quer por transformacao bacteriana, na robustez das estirpes;

e Aprofundar os estudos sobre o funcionamento das bombas de efluxo, bem como do
papel dos seus genes reguladores, avaliando potenciais mutacées que possam ocorrer

de forma espontanea que possam influenciar a expressdo destes sistemas.
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Anexo |

Alinhamento de parte da sequéncia correspondente a RDRQ do gene da gyrA da estirpe parental
A. butzleri CR113-2 com as estirpes mutantes provenientes da estirpe A. butzleri CR113-2
obtidas no ensaio de flutuacao.

CR113-2 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
CRCip6 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
CRCipl2 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
CRCipl7 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
CRLev5 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
CR1lev9 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
CRLev18 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
CRMox7 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
CRMox12 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
CRMox17 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG

KA A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA kA Ak Ak Ak kkkkkkkkkkk kA kkhkhkhkhkhkk ok ok ok ok ok ok ok ok kkk k%

CR113-2 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATACTTCAGTTTATGATGCACT
CRCip6 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATGCACT
CRCipl2 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATGCACT
CRCipl7 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATGCACT
CRLev5 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATGCACT
CR1lev9 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATGCACT
CRLev18 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATGCACT
CRMox7 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATGCACT
CRMox12 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATGCACT
CRMox17 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATGCACT

khkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhk hhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

CR113-2 TGTAAGAATGGCACAAAATTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
CRCip6 TGTAAGAATGGCACAAAATTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
CRCipl2 TGTAAGAATGGCACAAAATTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
CRCipl7 TGTAAGAATGGCACAAAATTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
CRLev5 TGTAAGAATGGCACAAAATTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
CR1lev9 TGTAAGAATGGCACAAAATTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
CRLev18 TGTAAGAATGGCACAAAATTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
CRMox7 TGTAAGAATGGCACAAAATTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
CRMox12 TGTAAGAATGGCACAAAATTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
CRMox17 TGTAAGAATGGCACAAAATTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG

khkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkk

CR113-2 TTCTATCGATGGTGACAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
CRCip6 TTCTATCGATGGTGACAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
CRCipl2 TTCTATCGATGGTGACAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
CRCipl7 TTCTATCGATGGTGACAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
CRLev5 TTCTATCGATGGTGACAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
CRlev9 TTCTATCGATGGTGACAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
CRLev18 TTCTATCGATGGTGACAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
CRMox7 TTCTATCGATGGTGACAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
CRMox12 TTCTATCGATGGTGACAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
CRMOX17 TTCTATCGATGGTGACAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak kA A Ak A A Ak, Kk

CR113-2 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAACTTT
CRCip6 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAACTTT
CRCipl2 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAACTTT
CRCipl7 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAACTTT
CRLev5 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAACTTT
CRlev9 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAACTTT
CRLev18 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAACTTT
CRMox7 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAACTTT
CRMox12 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAACTTT
CRMOX17 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAACTTT

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak, k*
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Anexo |l

Alinhamento de parte da sequéncia correspondente a RDRQ do gene da gyrA da estirpe parental
A. butzleri DQ40A1 com as estirpes mutantes provenientes da estirpe A. butzleri DQ40A1

obtidas no ensaio de flutuacao.

DQ40Al AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
DQCip3 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
DQLev2 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
DQOMox2 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
DQCipl9 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
DQCipl7 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
DQOMox5 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
DQLev6 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
DQLev14 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG
DQOMox12 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAG

R R R R R R R R R R R R R R e S I S S S

DQ40Al AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATACTTCAGTTTATGATGCACT
DQCip3 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATGCACT
DQLev2 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATGCACT
DQOMox2 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATGCACT
DQCipl9 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATGCACT
DQCipl7 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATACTTCAGTTTATAATGCACT
DQOMox5 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATACTTCAGTTTATAATGCACT
DQLev6 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATACTTCAGTTTATGATGCACT
DQLev14 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATACTTCAGTTTATGATGCACT
DQOMox12 AATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATACTTCAGTTTATGATGCACT

hhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhk hhkkhkhkkhkkhkhkkhkk K*khkkkkkk

DQ40Al TGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
DQCip3 TGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
DQLev2 TGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
DQOMox2 TGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
DQCipl9 TGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
DQCipl7 TGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
DQOMox5 TGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
DQLev6 TGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
DQLev14 TGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG
DQOMox12 TGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGG

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkkk

DQ40Al TTCTATCGATGGTGATAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
DQCip3 TTCTATCGATGGTGATAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
DQLev2 TTCTATCGATGGTGATAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
DQOMox2 TTCTATCGATGGTGATAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
DQCipl9 TTCTATCGATGGTGATAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
DQCipl7 TTCTATCGATGGTGATAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
DQOMox5 TTCTATCGATGGTGATAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
DQLev6 TTCTATCGATGGTGATAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
DQLev14 TTCTATCGATGGTGATAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC
DQOMox12 TTCTATCGATGGTGATAATGCAGCGGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACAAGAATTGC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A kA A A A kA A Ak Ak kA kA Ak Ak Ak Ak kA kA A Ak k ok ok kK&

DQ40Al TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
DQCip3 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
DQLev2 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
DQOMox2 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
DQCipl9 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
DQCipl7 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
DQOMox5 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
DQLev6 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
DQLev14 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
DQMox12 TGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR A Ak Kk k kKK
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Anexo Il

Alinhamento de parte da sequéncia correspondente a RDRQ do gene da gyrA da estirpe parental

A. butzleri AB22/11 com as estirpes mutantes provenientes da estirpe A. butzleri AB22/11

obtidas no ensaio de flutuacao.

AB22Cipl3
AB22Lev8
AB22Lev10
AB22/11
AB22Cip9
AB22Mox20
AB22Ciplé6
AB22Lev6
AB22Mox5
AB22Mox7

AB22Cipl3
AR22Lev8
AB22Lev10
AB22/11
AB22Cip9
AB22Mox20
AB22Ciplé6
AB22Lev6
AB22Mox5
AB22Mox7

AB22Cipl3
ABR22Lev8
AB22Lev10
AB22/11
AB22Cip9
AB22Mox20
AB22Ciplé6
AB22Lev6
AB22Mox5
AB22Mox7

AB22Cipl3
ABR22Lev8
AB22Lev10
AB22/11
AB22Cip9
AB22Mox20
AB22Ciplé6
AB22Levo6
AB22Mox5
AB22Mox7

AB22Cipl3
AB22Lev8
AB22Levl10
AB22/11
AB22Cip9
AB22Mox20
AB22Ciplé6
AB22Levb6
AB22Mox5
AB22Mox7

AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA
AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA
AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA
AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA
AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA
AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA
AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA
AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA
AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA
AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak khkhkhkkkhkkhkkkkkkkkkk ok ok ok ok kk k%%

AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATG
AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATG
AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATACTTCAGTTTATGGTG
AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATACTTCAGTTTATGATG
AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATACTTCAGTTTATGGTG
AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATG
AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATG
AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATG
AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATG
AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATG

R R R R R R R R R R S S S S S S S

CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA

R R R R R R R R I I e S S S S S S S S

CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A A A A A A, Kk

AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak kK
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Anexo IV

Alinhamento de parte da sequéncia correspondente a RDRQ do gene da gyrA da estirpe parental
A. butzleri 2003-1426 com as estirpes mutantes provenientes da estirpe A. butzleri 2003-1426

obtidas no ensaio de flutuacao.

2003-1426 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATCACTTCAAAATCTGCCTATARAAAATCTGCA
2003Lev7 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATARAAAATCTGCA
2003Cipl AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA
2003Cipl4 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA
2003Levl AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATARAAAATCTGCA
2003Mox18 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA
2003Cipl5 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA
2003Lev18 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA
2003Mox2 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATARAAAAATCTGCA
2003Mox14 AATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTCAAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCA
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A, Ak kkkkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkk ok ok ok ok ok ok k%%
2003-1426 AGAATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATACTTCAGTTTATGATG
2003Lev7 AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATACTTCAGTTTATAATG
2003Cipl AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATG
2003Cipl4 AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATG
2003Levl AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATACTTCAGTTTATGATG
2003Mox18 AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATG
2003Cipl5 AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATG
2003Lev18 AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATG
2003Mox2 AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATG
2003Mox14 AGAATTGTAGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCCTCATGGAGATATTTCAGTTTATGATG
KAKKAKAKAAKN KAAKAKAKAKAAKAKAKAAAAAAAAAAAAA AN A A A A A A A A A A A, Ak hkhk kA hk kA hk K, * K%k
2003-1426 CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
2003Lev7 CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
2003Cipl CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
2003Cipl4 CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
2003Levl CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
2003Mox18 CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
2003Cipl5 CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
2003Lev18 CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
2003Mox2 CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
2003Mox14 CACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAGAGCACCACTTGTTGATGGACAAGGAAA
R R R R R R R R R R I e S S S S S S S S
2003-1426 CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
2003Lev7 CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
2003Cipl CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
2003Cipl4 CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
2003Levl CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
2003Mox18 CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
2003Cipl5 CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
2003Lev18 CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
2003Mox2 CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
2003Mox14 CTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCAGCTATGAGATATACAGAAGCTAGAATGACA
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A KKk
2003-1426 AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
2003Lev7 AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
2003Cipl AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
2003Cipl4 AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
2003Levl AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
2003Mox18 AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
2003Cipl5 AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
2003Lev18 AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
2003Mox2 AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT
2003Mox14 AGAATTGCTGAAGAAGTTCTAAGAGATTTAGATAAAGATACAGTAAATTTT

KA KKK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak A Ak, Kk
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