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Resumo

O género Arcobacter foi proposto pela primeira vez em 1991 por Vandamme e, até a data,
compreende 29 espécies reconhecidas, incluindo Arcobacter butzleri. Esta espécie é
considerada o quarto organismo Campylobacter-like mais frequentemente encontrado em
amostras de fezes diarreicas no homem, sendo responsavel por causar colicas abdominais,
nausea e diarreia. De facto, foi incluida na lista de microrganismos considerados um sério risco
para a salde humana pela Comissao Internacional de Especificacbes Microbiologicas de
Alimentos. Arcobacter spp. tem demonstrado um aumento da resisténcia a varios
antimicrobianos, que podem estar associados a diversos mecanismos, um dos quais através das
bombas de efluxo. As bombas de efluxo sao estruturas proteicas que representam importantes
elementos pertencentes ao repertorio microbiano das bactérias e sao consideradas responsaveis
pela resisténcia a muitas substancias. Em bactérias de Gram-negativo, as bombas de efluxo da
familia resistance-nodulation-division cell (RND) tém um papel relevante na resisténcia a
multiplos farmacos. Varios genes que codificam para este tipo de sistema foram identificados
no genoma de A. butzleri. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de mutantes
para a bomba de efluxo do tipo RND (AreDEF) na resisténcia e viruléncia de A. butzleri. Como
tal, foram construidos mutantes, usando duas estirpes diferentes de A. butzleri, DQ40A1 e
AB28/11, por delecao do gene areE do operao da bomba de efluxo. Em seguida, foram testados
os efeitos desta delecdo na resisténcia a antimicrobianos, crescimento, robustez bacteriana,
motilidade, hidrofobicidade e sobrevivéncia sob condicdes adversas, como stress oxidativo,
osmotico, biliar e resisténcia na presenca de clorexidina. Quando comparados os mutantes com
as estirpes parentais correspondentes, o mutante AB28/11AareE apresentou um aumento na
suscetibilidade a cefalosporinas, aminoglicosideos, tetraciclina, macrdlidos, levofloxacina,
colato de sodio e cloreto de benzalconio; no entanto, este fendtipo nao foi observado para o
mutante DQ40A1AareE. Nao foram observadas diferencas no crescimento bacteriano entre as
estirpes parentais e mutantes; contudo, A. butzleri AB28/11AareE apresentou uma reducao na
robustez quando comparada com a estirpe parental. Ambas os mutantes mostraram alteracoes
no valor da hidrofobicidade, porém apenas AB28/11AareE apresentou uma motilidade
diminuida. Além disso, A. butzleri AB28/11AareE exibiu um aumento na suscetibilidade as
condicles de stress testadas quando comparada com a correspondente estirpe parental, mas
A. butzleri DQ40A1AareE mostrou alteracao apenas em relacao ao stress biliar. No ensaio de
sobrevivéncia a clorexidina, verificou-se uma tendéncia para o aumento da suscetibilidade para
ambos os mutantes em estudo. Em conclusao, este trabalho mostrou um potencial papel da
bomba de efluxo AreDEF na resisténcia e viruléncia de Arcobacter butzleri, no entanto mais

estudos serao necessarios.
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Abstract

The Arcobacter genus was first proposed in 1991 by Vandamme, and to date comprises 29
recognized species, including Arcobacter butzleri. This species is considered the fourth most
frequent Campylobacter-like organism found in human diarrheic stool samples, being
responsible for causing abdominal cramps, nausea and diarrhea. In fact, it was included on the
list of microorganisms considered a serious hazard to human health by the International
Commission on Microbiological Specifications for Foods. Arcobacter spp. is showing an increased
resistance to various antimicrobials, which can be associated with several mechanisms, such as
efflux pumps. Efflux pumps are protein structures representing important elements belonging
to the microbial repertoire of bacteria and are considered responsible for the resistance to
many substances. In Gram negative bacteria, efflux pumps from the resistance nodulation cell
division (RND) family have a relevant role for multidrug resistance. Various genes coding for
this type of systems were identified in the genome of A. butzleri, among them the complete
operon AreDEF. The aim of this study was to examine the effect of areE mutants in resistance
and virulence of A. butzleri. So, to evaluate the role of AreDEF, we constructed mutants, using
two different A. butzleri strains, DQ40A1 and AB28/11, by deletion of the gene areE from the
efflux pump operon. Next, the effect on resistance to antimicrobials, growth, strain fitness,
motility, hydrophobicity, and survival under adverse conditions, such as oxidative stress,
osmotic, bile and survival to chlorhexidine were tested. When we compared mutants with the
correspondent wild-type strains, AB28/11AareE displayed an increase in the susceptibility to
cephalosporins, aminoglycosides, tetracycline, macrolides, levofloxacin, sodium cholate and
benzalkonium chloride; nonetheless the same profile was not observed for A.
butzleriDQ40A1AareE. No differences in growth kinetics were recorded between parental and
mutant strains; however, the mutant A. butzleri AB28/11AareE showed a reduction in the
fitness cost when compared with the parental wild-type strain. Both mutants had modification
in the value of hydrophobicity, however only AB28/11AareE had a decreased motility. In
addition, A. butzleri AB28/11AareE exhibited higher susceptibility to all stresses when
compared to its correspondent parental strain, but A. butzleri DQ40A1AareE showed alteration
only concerning bile stress. In the chlorhexidine assay, a tendency for increased susceptibility
was observed for both strains, although more studies are needed. In conclusion, the results
obtained point to a potential role of the efflux pump AreDEF in the resistance and virulence of

Arcobacter butzleri.
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Capitulo 1 - Introducao

1.1. Género Arcobacter

0 género Arcobacter encontra-se inserido na familia Campylobacteraceae, juntamente com os
géneros Campylobacter e Sulfurospirillum e na classe das Epsilonproteobacteria (Ferreira et
al., 2014). Este género compreende 29 espécies reconhecidas que foram isoladas de uma vasta
gama de fontes como, por exemplo, meio ambiente e seres vivos (Ferreira, Oleastro and
Domingues, 2019), sendo que todos os anos novas espécies sao reconhecidas e adicionadas ao

género.

1.1.1.Classificacdo taxondémica

O primeiro isolamento descrito do género Arcobacter foi efetuado em 1977 por Ellis e seus
colaboradores, que o descreveu como sendo um organismo espiralado isolado de fetos de
bovinos e suinos. Este microrganismo foi classificado como Campylobacter aerotolerante, com
capacidade de crescer a baixas temperaturas, sendo incluido no género Campylobacter
(Ferreira et al., 2016).

Em 1983 foi descoberta uma nova espécie isolada de raizes de Spartina alterniflora Loisel e de
raizes associadas a sedimentos de pantanos de sal e tendo a capacidade de fixar azoto,
denominada Campylobacter nitrofigilis (McClung, Patriquin and David, 1983). Passados anos,
uma nova espécie foi associada a abortos animais, designada de Campylobacter cryaerophila
(Neill et al., 1985), sendo isolada em 1988 em amostras humanas pela primeira vez. Em 1991,
foi proposta uma nova espécie que iria abranger todos os isolados de amostras de humanos e

animais, Campylobacter butzleri (Kiehlbauch et al., 1991).

0 género Arcobacter foi criado em 1991 por Vandamme e colaboradores, depois de numa analise
as espécies pertencentes ao género Campylobacter verificarem que certos perfis ndo se
enquadravam. Sendo assim, as espécies nomeadas de C. nitrofigilis e C. cryaerophila passam a
designar-se, respetivamente, Arcobacter nitrofigilis e Arcobacter cryaerophilus, ficando o
género Arcobacter a possuir duas espécies (Vandamme et al., 1991). Passado um ano, este
género foi aumentado em mais duas espécies: Arcobacter butzleri e Arcobacter skirrowii, tendo
sido esta Ultima isolada de fluidos prepuciais de touros, de fetos abortados de bovinos, suinos

e ovinos e, também, de fezes diarreicas (Vandamme, Vancanneyt, et al., 1992).

Desde de 2005 até a atualidade, o nimero de espécies em Arcobacter spp. foi aumentado com

a adicao de 25 espécies reconhecidas (Tabela 1).



Tabela 1: Espécies incluidas no género Arcobacter, com o ano e origem do seu reconhecimento.

Estirpe Ano Origem Referéncia
o . . (McClung, Patriquin and
Arcobacter nitrofigilis | 1983 Raizes de Spartina alterniflora Loisel
David, 1983)
Arcobacter
. 1985 Abortos bovinos (Neill et al., 1985)
cryaerophilus
Arcobacter butzleri 1991 Humanos e animais com doenca diarreica (Kiehlbauch et al., 1991)
(Vandamme,
Arcobacter skirrowii 1992 Fluido prepucial de touros Vancanneyt, et al.,
1992)
Arcobacter cibarius 2005 Carcacas de frango (Houf et al., 2005)
Arcobacter halophilus | 2005 Lagoa hipersalina (Donachie et al., 2005)
Arcobacter mytili 2009 Mexilhoes e agua salobra (Collado et al., 2009)
. Rins e figados de fetos abortados de suinos
Arcobacter thereius 2009 (Houf et al., 2009)
e de cloaca de patos
Arcobacter defluvii 2011 Esgotos (Collado et al., 2011)
L (Figueras, Levican, et
Arcobacter ellisii 2011 Mexilhoes
al., 2011)
. , (Kim, Hwang and Cho,
Arcobacter marinus 2011 Agua do mar
2009)
Arcobacter (Figueras, Collado, et
2011 Mexilhoes e ostras
molluscorum al., 2011)
Arcobacter trophiarum | 2011 Fezes de suinos (De Smet et al., 2011)
Arcobacter
. . 2012 Moluscos (Levican et al., 2012)
bivalviorum
Arcobacter venerupis | 2012 Ameijoas (Levican et al., 2012)
Arcobacter , (Sasi Jyothsna et al.,
. 2013 Sedimentos de estuarios
anaerophilus 2013)
(Levican, Collado and
Arcobacter cloacae 2013 Moluscos
Figueras, 2013)
] (Levican, Collado and
Arcobacter suis 2013 Carne de suinos
Figueras, 2013)
Arcobacter ,
L. 2014 Mexilhdes e de agua do mar (Levican et al., 2015)
aquinarinus
Arcobacter ebronensis | 2014 Mexilhoes e de agua do mar (Levican et al., 2015)
L , (Whiteduck-Léveillée et
Arcobacter lanthieri 2015 Suinos e de estrume de gado leiteiro
al., 2015)
Arcobacter pacificus 2016 Agua do mar (Zhang et al., 2015)
. L . (Whiteduck-éveillée et
Arcobacter faecis 2016 Poco séptico de residuos humanos
al., 2015)
Arcobacter acticola 2016 Agua do mar (Park et al., 2016)
Arcobacter . .
. 2017 Larvas de vieira e agua do mar (Diéguez et al., 2017)
lekithochrous




Tabela 1: Espécies incluidas no género Arcobacter, com o ano e origem do seu reconhecimento
(continuacao).

(Figueras, Levican and

Arcobacter porcinus 2017 Suinos
Collado, 2017)
(Pérez-Cataluna, Salas-
Arcobacter canalis 2018 Agua de um canal de esgoto urbano Masso and Figueras,

2018a)

, ) (Pérez-Catalufia, Salas-
Agua tratada dum sistema tratamento de , )
Arcobacter lacus 2018 Masso and Figueras,

aguas

2018b)
) (Pérez-Cataluna, Salas-
. Agua tratada dum sistema tratamento de , )
Arcobacter caeni 2018 Masso and Figueras,

aguas
2018b)

Em 2018, Tanaka e seus colaboradores demonstraram que Arcobacter haliotis € um organismo
heterotipico posterior a Arcobcater lekithochrous, podendo as diferencas apresentadas entre
as espécies ser explicadas através da variabilidade intraespecifica e levando a conclusao de

serem o mesmo organismo (Diéguez et al., 2018).

Recentemente, Pérez-Catalufia e seus colaboradores propuseram uma nova revisao taxonémica
relativamente ao género Arcobacter. Nesta revisao, foi comprovado que, com a existéncia de
variabilidade gendmica e as combinacdes de caracteristicas fenotipicas diferenciadoras, €
possivel sugerir a divisdo do género agora conhecido como Arcobacter em pelo menos sete
géneros: Arcobacter, Aliarcobacter, Pseudarcobacter, Halarcobacter, Malaciobacter,
Poseidonibacter e Arcomarinus (Pérez-Cataluna et al., 2018). De entre estes géneros, so 0s
géneros Pseudarcobacter, Halarcobacter, Malaciobacter e Poseidonibacter foram aceites e
reconhecidos (Oren and Garrity, 2019). Segundo esta nova classificacao, Arcobacter butzleri

sera incluido no género Aliarcobacter (Pérez-Cataluia et al., 2018).

1.1.2.Classificacdo morfolégica de Arcobacter spp.

As bactérias presentes ao género Arcobacter tém como carateristica serem bacilos Gram-
negativos, incluindo células helicoidais ou em forma de S, com um comprimento de 0,5 a 3 pm
e uma largura de 0,2 a 0,9 ym. Todas as espécies apresentam mobilidade por um Unico flagelo
polar e tém a capacidade de crescer em condicdes de microaerobiose, com a excecao de A.
anaerophilus que nao possui flagelo e é uma bactéria anaerobia obrigatéria. Arcobacter spp. é
diferenciado de Campylobacter spp. pela capacidade de crescerem em condicoes de aerobiose

e a temperaturas entre os 15 °C e 30 °C (Ferreira et al., 2016).

As bactérias deste género sao quimiorganotroficas, oxidase e catalase positiva, no entanto para
a enzima urease sdo variaveis. Estas espécies sao negativas para a hidrélise do acetato de

indoxil e nao sao capazes de produzir pigmentos fluorescentes. No seu metabolismo, nao sao
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capazes de utilizar carbohidratos como fonte de energia, mas sao capazes de reduzir nitrato a
nitrito. Algumas espécies podem crescer na presenca de glicina (1% p/vol), cloreto de sodio,
cloreto 2,3,5-trifeniltetrazélio (0,04% p/vol), oxgall (1% p/vol) e de safranina (0,05% p/vol). O
contelido de G+C no DNA pode variar desde 26,4% a 29,4% (Pérez-Catalufia et al., 2018).

1.2. Fontes do género Arcobacter

Arcobacter spp. tem diversas origens, como alimentos, animais e humanos. Estas bactérias
também podem ser encontradas no meio ambiente, como na agua, pelo que a sua utilizacdo na
preparacao de refeicdoes e alimentos pode torna-los numa fonte deste género, tal como a

producao de alimentos de origem animal (Collado and Figueras, 2011).

1.2.1.Presenca de Arcobacter spp. em alimentos

A presenca de Arcobacter spp. tem sido demonstrada em diversos alimentos, como alimentos
crus (ex.: leite), alimentos prontos a comer (ex.: vegetais embalados), alimentos em fase de
processamento e na linha de producao fabril associada a sua producédo (ex.: queijos), entre

outros (Ferreira, Oleastro and Domingues, 2017a).

Num estudo realizado em Portugal em diversas categorias de alimentos adquiridos no sector de
comércio a retalho foi observada uma frequéncia de espécies de Arcobacter de 60,5%, sendo a
prevaléncia de 92% em carnes frescas de aves de capoeira, seguida de 68% em peixe fresco,
47,6% em legumes embalados, seguida de carne suina fresca com 45,8% e por fim carne bovina
com 42,1%. Relacionando a distribuicao das espécies nestas amostras positivas para Arcobacter
spp., foi observado que a espécie mais frequente foi A. butzleri, com 58,5%, sucedida por A.
cryaerophilus, com 35,8% e por fim A. skirrowii, com 5,7%. Também foi possivel comprovar que
A. butzleri foi a espécie mais frequentemente encontrada em vegetais embalados, aves e
suinos, enquanto que a A. cryaerophilus se encontrava mais presente em amostras de carne
bovina e peixe. Para além disto, foi observado que A. skirrowii foi encontrado apenas em
amostras de peixe, sendo que foi nesta categoria de alimentos que foi possivel identificar uma
maior variedade de espécies (Vicente-Martins et al., 2018), o que pode ser explicado pela
poluicdo da agua do mar por fezes e esgotos que posteriormente poderdo entrar em contacto
com alimentos que poderao ser consumidos. Num outro estudo também realizado em Portugal,
foi observado que a maioria das amostras de lacticinios testadas foram positivas para A. butzleri

(Ferreira, Oleastro and Domingues, 2017b).

Arcobacter spp. foram igualmente encontradas em animais marinhos como foi comprovado por
Levican et al. (2014) que demonstraram a sua presenca em marisco, com uma prevaléncia de

23,8-100% em ameijoas e 33,3-50% em mexilhdes, no entanto nao foram encontradas em



camarao congelado (Ferreira et al., 2016), podendo ser sugerido que o processo de congelacao

de marisco possa ser um tratamento para a eliminacao destas espécies.

Numa investigacdo realizada na Catalunha, para além das trés espécies referidas
anteriormente, também foram encontradas as espécies A. nitrofigilis e A. mytili em amostras

de mexilhoes e A. thereius em amostras de carne suina (Collado, Guarro and Figueras, 2016).

Em estudos realizados em paises por todo o mundo, também foram detetadas espécies de
Arcobacter nos mais diversos tipos de amostras como em aves de capoeira, suinos, bovinos,
gado de pequeno porte, lacticinios, marisco, vegetais, tal como em ambientes de

processamento alimentar (Hsu and Lee, 2015).

1.2.2.Presenca de Arcobacter spp. em agua

Arcobacter spp. tem sido isolado de diversos tipos de aguas, como aguas residuais, aguas do
mar, lagos, rios, agua potavel e agua subterranea por todo o mundo. Resumidamente, a
prevaléncia global de Arcobacter spp. encontrada em aguas tem a seguinte ordem: 91% em
aguas residuais, 87,1% em aguas de lagos e rios, 75,2 % em aguas de praias, 43,8% em aguas

subterraneas, 17,6% em agua do mar e 3,2% em agua potavel (Hsu and Lee, 2015).

Num estudo efetuado na Espanha a amostras de aguas do rio Llobregat antes de qualquer
tratamento, foi comprovado uma prevaléncia de 80,2% de A. butzleri, seguido de A.
cryaerophilus com 19,4% e por fim de A. skirrowii com 0,3%. No entanto, apos o tratamento
destas aguas, novas analises foram realizadas e observou-se que nao foram detetados quaisquer
isolados acima referidos. Conclui-se, assim, que os processos de tratamento utilizados para a
producao de 4agua potavel foram adequados para a eliminacao das espécies de Arcobacter
(Collado et al., 2010).

1.2.3.Presenca de Arcobacter spp. em humanos

O primeiro organismo isolado em humanos do género Arcobacter foi A. cryaerophilus, no
entanto, é A. butzleri que se descreve como mais prevalente. Em analises realizadas em
diversos paises (ex.: Italia, Franca, Bélgica, Sul de Africa, Tailandia, entre outros) foi
demonstrada a presenca de A. butzleri em amostras de paciente com sintomas de diarreia e
num estudo na Suica, A. cryaerophilus foi encontrado em amostras de fezes de trabalhadores

assintomaticos de um matadouro (Collado and Figueras, 2011).

Num estudo efetuado em Portugal com amostras de fezes diarreicas, Arcobacter spp. foi
detetado em 1,7% das amostras analisadas, sendo que 1,3% corresponde a A. butzleri e 0,3% a
A. cryaerophilus. Além disso, observou-se que existia uma diferenca relativamente as faixas
etarias, sendo que se verificou uma maior incidéncia em criancas (2,2%), comparativamente
aos adultos (0,9%) (Ferreira, Jalio, et al., 2013).



Entre as espécies do género Arcobacter e, devido a sua maior prevaléncia em amostras
provenientes de humanos, A. butzleri é considerado o quarto organismo Campylobacter-like
mais frequente (Vandenberg et al., 2004; Prouzet-Mauléon et al., 2006; Collado et al., 2013;

Ferreira, Jalio, et al., 2013).

1.2.4.Presenca de Arcobacter spp. em animais

Arcobacter spp. é frequentemente isolado a partir de tratos intestinais e amostras de fezes de
diferentes animais de quinta e cujo objetivo final sera a sua utilizacdo como alimentos, no
entanto, aparentemente, sé tem capacidade de provocar doencas em apenas alguns deles, pois
a sua presenca também é verificada em animais saudaveis (Collado and Figueras, 2011).
Existem, ainda, evidéncias de que estas espécies também possam ser encontradas em répteis
(Ferreira et al., 2016), bem como em animais exoticos/selvagens, tais como rinocerontes,
zebras entre outros (Collado and Figueras, 2011; Ferreira, Oleastro and Domingues, 2017a), e

também em animais domésticos como caes e gatos (Pejchalova et al., 2016).

1.3. Vias de transmissao de espécies do género Arcobacter

A. butzleri, A. cryaerophilus e A. skirrowii estao associados a doencas em humanos e animais,
sendo A. butzleri a espécie mais encontrada em casos de enterites, tendo como sintoma mais
descrito diarreia aquosa ou persistente (Ferreira, Fraqueza, et al., 2013; Ferreira et al., 2014).
Recentemente, Arcobacter thereius também foi encontrado em amostras de fezes de pacientes
com enterite (Rovetto et al., 2017). Para além de enterites, A. butzleri e A. cryaerophilus
também foram associados a célicas, bacteremias e septicemias em humanos (Sousa et al., 2019)
e a abortos e mastites em animais (Ferreira, Oleastro and Domingues, 2017b). A sua frequéncia
em diversos ambientes e o facto de serem considerados patégenos alimentares e aquaticos,
aponta estas duas espécies como um sério risco para a saude pUblica, e por sua vez para a saide
humana. De facto, A. butzleri e A. cryaerophilus sao considerados enteropatogenos emergentes
e potenciais agentes zoonoticos (Collado and Figueras, 2011), encontrando-se na lista de
microrganismos considerados um perigo grave para a salde humana pela Comissao Internacional
de Especificacbes Microbiologicas para Alimentos (ICMSF, 2002). Devido a este facto, as suas
vias de transmissao tornaram-se alvo de estudo ao longo dos tempos, de modo a compreender

e tentar prevenir de casos de surtos.

1.3.1.Consumo de alimentos contaminados
O consumo de alimentos contaminados tem sido apontado como uma das principais vias de
transmissao de Arcobacter spp., sendo que este se encontra ao longo de toda a cadeia alimentar

e em todos os tipos de alimentos (Collado and Figueras, 2011; Ferreira et al., 2016).



Arcobacter spp. foi encontrado em vegetais e, como a maioria destes alimentos sao consumidos
crus, sem qualquer tipo de tratamento, tornam-se um risco para a salde do consumidor
(Ferreira et al., 2016). Para além da sua existéncia em vegetais, também é encontrado em
alimentos processados (ex.: queijos) que, quando consumidos pelos compradores, tornam-se

um risco de possivel contaminacao (Ferreira, Oleastro and Domingues, 2017b).

A transmissao de Arcobacter spp. ao consumidor pode ocorrer através de alimentos de origem
animal, como carnes e peixe. A contaminacao das carnes esta sugerida devido ao contacto das
carcacas dos animais com as fezes de animais contaminados durante o seu abate (Aydin et al.,
2007). No entanto, o peixe e marisco muitas vezes consumido cru ou mal cozinhado pode ser
outra fonte de contaminacao por Arcobacter spp.. Num estudo foi demonstrado que 100% das
amostras de ameijoas e 41,1% das amostras de mexilhao analisadas continham uma larga

diversidade e alta prevaléncia de espécies de Arcobacter (Collado, Guarro and Figueras, 2016).

Numa investigacao realizada a um surto provocado por Arcobacter spp. ocorrido numa rececao
de casamento nos Estados Unidos, os resultados sugerem que o consumo de frango contaminado
com A. butzleri pode ser a sua causa. Assim, este estudo vem apoiar que o consumo de
alimentos contaminados com Arcobacter spp. € uma potencial via de transmissao destas

bactérias (Lappi et al., 2013).

Também nos alimentos prontos a consumo, se verifica a presenca destas bactérias, de facto,
num estudo realizado em restaurantes na Tailandia, foi estimado, estatisticamente, que a
exposicao a A. butzleri por refeicao pode ser cerca de 13%, sendo que este risco aumenta para

75% com 10 ou mais refeicoes (Teague et al., 2010), tornando-se um risco para os consumidores.

A. butzleri é a espécie mais frequentemente encontrada em alimentos contaminados, seguida

de A. cryaerophilus e A. skirrowii (Lehner, Tasara and Stephan, 2005).

1.3.2.Consumo de agua contaminadas

Outra fonte de transmissao de Arcobacter spp. é através do consumo de agua contaminada (Ho,

Lipman and Gaastra, 2006), quer para animais, quer para humanos.

Diversos estudos demonstram a presenca de espécies de Arcobacter em diferentes amostras de
agua, como de rios, de lagos e do mar. Uma das possiveis causas apontada para a contaminacao
de agua é o seu possivel contacto com fezes contaminadas, sendo que em estudos onde as
amostras de agua contactaram com fezes a prevaléncia de A. butzleri, A. cryaerophilus e A.

skirrowii aumenta comparativamente a amostras nao contaminadas (Collado et al., 2008).

O primeiro caso de surto relatado associado ao consumo de aguas contaminadas com
Arcobacter, ocorreu em julho de 1996, num acampamento de escuteiras nos Estados Unidos da

América, onde se estima que 81% das campistas foram afetadas, tendo como sintomas nauseas,



vomitos, coélicas abdominais e diarreia. A presenca de A. butzleri na agua potavel foi
identificada como a causa deste surto, devido a falha no sistema automatizado de cloracdo da
agua utilizada no campo (Rice et al., 1999). O segundo surto ocorrido foi em Ohio em 2004,
também nos Estados Unidos da América, onde os pacientes apresentavam célicas e diarreia,
sendo que os resultados foram positivos para espécies do género Arcobacter (Fong et al., 2007).
Um outro surto descrito foi na Eslovénia em 2008, causado pela contaminacdo do sistema de
agua potavel, depois de ter sido conectado a um novo edificio. Os pacientes apresentavam
como sintomas gastroenterites, e os resultados efetuados as fezes destes pacientes deram

positivo para A. cryaerophilus e outras espécies de Arcobacter spp. (Kopilovi¢ et al., 2008).

Assim, a ocorréncia destes surtos aponta para o consumo de aguas contaminadas como uma

possivel via de transmissdo de Arcobacter (Collado and Figueras, 2011).

1.3.3.Contacto com animais domésticos

A detecao de A. butzleri em caes e gatos de estimacao, confirma que a interacao entre estes

animais e os humanos possa ser uma possivel via de transmissao (Ferreira et al., 2014).

Em estudos efetuados na Italia em amostras provenientes de animais domésticos, como
esfregacos orais, foi demonstrado a frequéncia de A. butzleri em 77,6% e de A. cryaerophilus
em 34,1% das amostras de gatos (Malara et al., 2009). Posteriormente, em outro estudo
realizado na Bélgica os isolados de esfregacos orais e fezes de gatos demonstraram ser negativos
para estas espécies (Houf et al., 2008). No caso de caes, os estudos também foram
controversos, pois, no Chile, a frequéncia foi de 3,3% em amostras de fezes (Fernandez, Vera
and Villanueva, 2007), enquanto que na Turquia nao foram encontrados isolados positivos para
Arcobacter spp. nessas amostras (Aydin et al., 2007). Para além de animais domésticos, existem
estudos que comprovam a existéncia destas espécies em animais exoticos, como rinocerontes

e gazelas (Collado and Figueras, 2011).

Apesar de serem necessarios mais estudos relativamente a este tipo de contacto, é de sublinhar
a presenca do género Arcobacter spp. em diversos animais, o que sugere a necessidade de
alguns cuidados aquando do contacto com estes animais, pois constituem uma possivel via de

transmissao.

1.3.4. Contacto pessoa-pessoa

Uma outra via de transmissdo sugerida foi o contacto pessoa-pessoa. A sugestao desta via advém
de um estudo efetuado a um surto ocorrido em 1983 numa escola em Italia, onde varias criancas
de diferentes anos escolares e uma professora apresentaram sintomas e resultados positivos
nas amostras recolhidas compativeis com o diagndstico de infecdo pelo género Arcobacter.
Analisando a sintomatologia das vitimas, estas apresentavam colicas abdominais, auséncia de
resposta a antibidticos, ataques subitos, alguns casos de vomitos e auséncia de febre e diarreia

(Vandamme, Pugina, et al., 1992). A analise as amostras fecais verificou que todos os isolados
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demonstravam o mesmo fenoétipo e gendtipo de A. butzleri (Kersters et al., 1993) e, como o
surto sucedeu no mesmo periodo de tempo, conduziu a que os cientistas propusessem a hipotese
de que tenha ocorrido uma transmissao pessoa-a-pessoa, resultando, assim, numa nova via de

transmissao deste género (Vandamme, Pugina, et al., 1992).

Um outro caso que vem suportar esta hipotese ocorreu em 1995, quando uma mae de 34 anos
deu a luz por parto natural o seu quinto filho as 29 semanas de gestacao, sendo que nao
apresentava qualquer tipo de doenca. Aquando do nascimento, o neonato foi diagnosticado
com bacteremia, sendo comprovado que esta foi provocada por A. butzleri. Este relato veio
adicionar a transmissao vertical, através da placenta, como uma possivel via de transmissao

pessoa-a-pessoa de Arcobacter spp. (On, Stacey and Smyth, 1995).

1.4. Viruléncia de Arcobacter butzleri

Das espécies de Arcobacter spp., A. butzleri, A. cryaerophilus e A. skirrowii sao consideradas
as mais patogénicas para os humanos e animais, devido a sua presenca em alimentos, agua e
meio ambiente. Como tal, tornou-se importante o estudo dos mecanismos de viruléncia para
melhor compreender a sua acao e, assim, ser possivel a prevencdo da sua viruléncia em seres

Vivos.

Apesar da existéncia de varios estudos sobre a viruléncia do género Arcobacter, os mecanismos
ainda sao pouco conhecidos. Os estudos para avaliar a viruléncia incidem em capacidade de
adesado, capacidade de invasdo, citotoxicidade, presenca de genes putativos de viruléncia e

capacidade de formacao de biofilmes (Collado and Figueras, 2011; Ferreira et al., 2016).

Collado e seus colaboradores (2011) reuniram informacao de diversos estudos acerca da
potencial patogenicidade de A. butzleri efetuados até a data, em diversas linhas celulares, e
concluiram que 13% dos isolados tinham a capacidade de invasédo, 50% tinha a capacidade de

adesao e 83% tinha efeito citotoxico (Collado and Figueras, 2011).

Num estudo realizado em linhas celulares (células intestinais HT-29/B6) infetadas com A.
butzleri, foi demonstrada uma expressao reduzida de proteinas de claudina-1, -5, e -8 de
juncao estreita das células epiteliais, o que gerou uma disfuncao da barreira epitelial e
apoptose dessas células. A conjugacdo destes eventos poderdo estar associados ao
desenvolvimento de diarreia e que poderao explicar que este seja um dos potenciais sintomas

associados a infecao por espécies de Arcobacter (Biicker et al., 2009) (Figura 1).

Os mecanismos de viruléncia relatados de adesao, invasdo e aumento de transporte paracelular,

encontram-se esquematizados na Figura 1.
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Figura 1: Representacao dos diversos mecanismos de viruléncia de Arcobacter spp.. Retirado de Collado
and Figueras, 2011.

Para além destes quatro mecanismos, a existéncia de genes putativos de viruléncia no genoma
de A. butzleri também tem sido relatada ao longo dos tempos, como possivelmente associado
a patogenicidade. Na sequenciacdo total do genoma de A. butzleri foi possivel identificar
diversos genes putativos de viruléncia, como cadF, cj1349, ciaB, mviN, pldA, tlyA, hecA, hecB
e irgA, de entre os quais alguns apresentam similaridade com os genes de viruléncia de
Campylobacter jejuni (Miller et al., 2007). Num estudo realizado em amostras de origem animal
e humana em Portugal, foram estudados os nove genes putativos mencionados anteriormente
e verificou-se que em dois dos seis isolados de A. butzleri analisados foram encontrados todos
0s nove genes putativos de viruléncia, sendo estas amostras de origem animal. Em todas as
amostras de origem humana verificou-se a existéncia de 6 dos genes putativos, cadF, ciaB,
cj1349, mviN, pldA e tlyA (Ferreira et al., 2014). Estes estudos comprovam a existéncia de

variados genes putativos, o que torna a espécie A. butzleri um potencial organismo patogénico.

A formacao de biofilmes por parte desta bactéria também tem sido objetivo de estudo, pois

estas matrizes representam um impedimento para a acao de diversos substratos, como
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antibidticos, e também sao um importante reservatorio para estas bactérias. A. butzleri tem
sido isolado de biofilmes de diversas origens, como de carapacas de animais, superficies de
instalacdes, tubagens de agua e matadouros. Ferreira e seus colaboradores (2013) verificaram
que 26 dos 36 isolados de amostras de matadouro eram capazes de formar biofilmes (72,2%),
sendo que 21 (58,3%) foram classificados com pouco aderentes e cinco (13,9%) como
moderadamente aderentes (Ferreira, Fraqueza, et al., 2013). Numa investigacao em 6 isolados
de A. butzleri, 3 de origem animal e 3 de origem humana, observou-se que um isolado de
origem animal mostrou alta capacidade e que um isolado de cada grupo demonstrou fraca
capacidade de formacao de biofilmes, apresentando-se os restantes isolados com capacidade

moderada de formar biofilmes (Ferreira et al., 2014).

1.5. Resisténcia de Arcobacter butzleri a antibioticos

A maioria dos casos de enterite e bacteremia que tém como fonte de infecdo por espécies de
Arcobacter parecem ser autolimitantes. No entanto, em alguns casos, & necessario recorrer ao

uso de tratamentos, como a administracdo de antibioticos (Collado and Figueras, 2011).

A palavra antibiotico deriva de “anti”, que significa “contra”, e de “biotikus”, que significa
“para a vida”, significando, literalmente, “matar a vida” (Petchiappan and Chatterji, 2017).
“Um antibiotico é uma substancia quimica, produzida por microrganismos, que tem a
capacidade de inibir o crescimento e até destruir bactérias e outros microrganismos” (Bentley
and Bennett, 2003). Idealmente, estes devem ser eficazes, independentemente do local da
infecdo, nao devem afetar a flora saprofita normal ou causar toxicidade indevida ao hospedeiro,
assim como deve possuir baixo potencial de resisténcia (Singh, Young and Silver, 2017). O
primeiro antibidtico descoberto foi a penicilina em 1928 por Alexandre Fleming (Bentley and
Bennett, 2003).

Os antibioticos tém diversos alvos celulares, como os processos de traducdo, transcricao,
replicacao do DNA e sintese da parede celular (Figura 2). Cada classe de antibidticos tem o seu
alvo especifico como, por exemplo, as quinolonas que tem como alvo o DNA, os macrélidos que
tém alvos relacionados com a sintese proteica, os B-lactamicos que intervém na sintese da

parede celular, entre outros (Petchiappan and Chatterji, 2017).
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Figura 2: Representacao dos alvos das diferentes classes de antibioticos. Adaptado de Petchiappan and
Chatterji, 2017.

Num estudo realizado em lacticinios em Portugal, os isolados de A. butzleri foram testados
quanto a sua suscetibilidade a sete antibidticos diferentes. Dos 48 isolados de A. butzleri,
relativamente a classe das quinolonas, foi comprovado que todos os isolados eram resistentes
ao acido nalidixico, mas apenas um isolado era resistente quer a ciprofloxacina quer a
levofloxacina. Relativamente aos B-lactamicos, a maior parte dos isolados foi resistente a
ampicilina (27/48) e apenas um isolado foi suscetivel a cefotaxima. Também foi demonstrado
que todos os isolados eram suscetiveis a eritromicina e a gentamicina, sendo possivel sugerir

estes antibioticos para o tratamento de infecoes (Ferreira, Oleastro and Domingues, 2017b).

Num estudo recente realizado em amostras de diversos alimentos a retalho em Portugal
verificou-se que os isolados de A. butzleri foram suscetiveis a gentamicina e que tinham elevada
resisténcia ao acido nalidixico (91,4%), a cefotaxima (91,4%), a tetraciclina (90,5%), ao
cloranfenicol (64,8%) e a ampicilina (39,0%). Ainda foi observada resisténcia a fluoroquinolonas

em isolados de carne de porco, carne de aves e peixe, sendo que, em isolados de carne de aves,
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a taxa de resisténcia para a ciprofloxacina (44,7%) e levofloxacina (39,5%) foi superior a
observada em isolados de carne de porco, com 14,3% para a ciprofloxacina e 7,1% para

levofloxacina e de peixes, com 9,7% para ambos os antibiéticos (Vicente-Martins et al., 2018).

Em Portugal foi ainda realizado um estudo em isolados de aves e de ambiente de matadouro,
sendo posteriormente analisados 43 isolados de A. butzleri para a resisténcia a nove
antibioticos. Comprovou-se que todos os isolados com a excecao de um mostraram resisténcia
a pelo menos seis antibidticos, nomeadamente, ampicilina, vancomicina, trimetoprima,
piperaciclina, cefoperazona e amoxicilina. Apenas um isolado foi resistente ao cloranfenicol, e
24 dos 43 isolados foram resistentes a ciprofloxacina, apresentando os valores mais elevados
de resisténcia a fluoroquinolonas alguma vez reportado. Todos os isolados foram suscetiveis a

gentamicina (Ferreira, Fraqueza, et al., 2013).

Num outro trabalho, em seis isolados de A. butzleri recolhidos de diversas fontes (trés isolados
recolhidos de aves ou matadouro e trés de origem humana), observou-se que todos os isolados
eram resistentes a vancomicina, a trimetoprima e ao acido nalidixico e nenhum isolado era
resistente ao cloranfenicol, gentamicina, eritromicina, doxiciclina e tetraciclina. Verificou-se,
também, que os isolados de origem humana eram suscetiveis a ciprofloxacina, enquanto que as

de origem animal eram resistentes (Ferreira et al., 2014).

Um estudo realizado no Japao a carnes de diversos animais, os isolados de A. butzleri
demonstraram ser resistentes ao acido nalidixico (63,5%) e cloranfenicol (30,2%), estando de
acordo com os estudos acima referidos. No entanto, todos os isolados foram suscetiveis a
ampicilina, resultados que ndo é concordante com os efetuados em Portugal. Os autores
comprovaram ainda que A. butzleri foi considerada a espécie com maior frequéncia de
multirresisténcia (72,9%), seguida de A. skirrowii (13,3%) e por Gltimo A. cryaerophilus (9,1%)
(Ohsuga et al., 2003).

Assim, pelos estudos anteriores, é possivel verificar que A. butzleri apresenta uma taxa elevada
de resisténcia ao acido nalidixico, a cefotaxima e ampicilina e suscetibilidade a gentamicina e
a eritromicina, sendo que estes antibioticos podem ser usados num tratamento mais adequado

em infecdes por A. butzleri (Ferreira, Oleastro and Domingues, 2017b).

1.5.1.Mecanismo de resisténcia a antibiéticos

Durante os Gltimos anos, o aumento da prevaléncia de resisténcia antimicrobiana tem vindo a
ser atribuida a pressao seletiva criada pela administracdo de antibidticos aos animais em
simultaneo com o consumo excessivo pela populacdo humana (Ferreira et al., 2016), sendo,
assim, relevante o estudo dos diversos mecanismo que contribuem para o aumento dessa

resisténcia.
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A resisténcia a antibioticos nas bactérias pode ser intrinseca, por exemplo, associada a presenca
de multiplos genes responsaveis pela resisténcia no genoma das bactérias, ou pode ser
adquirida, por mutagdes cromossdmicas e/ou através da transferéncia horizontal de genes de
outras bactérias, garantido a sua sobrevivéncia na presenca destes agentes. Para além dos
genes presentes no genoma que vao conferir diferentes capacidades de resisténcia as bactérias,
as diferencas estruturais na parede celular como, por exemplo, serem bactérias de Gram-
negativo ou de Gram-positivo podem influenciar a eficacia dos antibidticos (Petchiappan and
Chatterji, 2017).

Uma outra forma de sobrevivéncia das bactérias aos antibidticos é o desenvolvimento de
resisténcia a estes agentes antimicrobianos através de trés vias: inativacao do antibiotico por
hidrélise ou modificacdo do mesmo, alteracdo do alvo dos antibioticos por mutacdo ou
modificacao e alteracao da concentracao do agente microbiano intracelular (Figura 3). Um dos
mecanismos mais estudados recentemente é o aumento do efluxo do antibiotico através das
bombas de efluxo, visto estas estruturas serem muito associadas ao desenvolvimento de
resisténcia aos agentes microbianos e, como tal, tornaram-se um alvo em estudos para o

combate contra infecoes (Blair et al., 2015).
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1.5.1.1. Inativacao do antibiotico

Um dos mecanismos de defesa da célula contra agentes antimicrobianos € a sua inativacao,
quer por hidrolise através da expressao de enzimas de degradacdo, quer por modificacao
através de enzimas que irdo adicionar grupos funcionais ao antibidtico, modificando-o ou
inativando-o e, assim sendo, limitando a possibilidade da molécula de se ligar ao seu alvo
(Figura 3a) (Petchiappan and Chatterji, 2017).

As bactérias contém genes que codificam para diversas enzimas que irao atuar no antibiotico
de diversas maneiras (Tabela 2). Um tipo de enzima sintetizada pelas bactérias sdo as enzimas
de hidrolise que degradam diferentes classes de antibioticos, como os B-lactamicos,
aminoglicosideos, fenicois e macrélidos. Um exemplo destas enzimas sdo as B-lactamases que
degradam B-lactamicos. Para além de enzimas de hidrdlise, podem ainda produzir enzimas que
irdo transferir grupos quimicos, como grupos fosfato ou acilo para os antibidticos. Os
antibioticos da classe dos aminoglicosideos podem ser modificados quer por fosfotransferases
que transferem grupos fosfatos, quer por acetiltransferases, quer por nucleotidiltransferases
devendo-se isto ao facto de as moléculas de antibiotico desta classe terem muitos grupos
hidroxilo e amida expostos. Esta modificacao altera a sua afinidade ao alvo, reduzindo a sua

eficacia (Blair et al., 2015).

Em A. butzleri foi encontrado no seu genoma genes associados a B-lactamases, podendo a sua
resisténcia a classe de antibioticos dos B-lactamicos ser explicada por este mecanismo de acao
(Miller et al., 2007).

Tabela 2: Diferentes tipos de enzimas produzidas pelas células e os seus alvos. Adaptado de Wright, 2005.

Estratégia enzimatica Tipos Antibiotico afetado
B-lactamicos
Hidrélise -
Macrolidos

Aminoglicosideos

Acilo
Cloranfenicol
Transferéncia de grupos funcionais . Aminoglicosideos
Fosforil
Macrolidos
Nucleotidil ~ Aminoglicosideos
Glicosil Macrolidos
Outras Redox Tetraciclinas
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1.5.1.2. Modificacao do alvo do antibidtico
Outro mecanismo de defesa contra a acdo dos antibidticos é a alteracdo dos seus alvos
celulares. Esta alteracao pode dever-se a mutacoes, modificacdes ou impedimento fisico, sendo

que o antibiotico nao consegue acesso ao seu alvo (Petchiappan and Chatterji, 2017).

As mutacoes espontaneas em componentes celulares podem ter diversas consequéncias, como
alteracao da sua funcao ou inativacao do componente. As mutagcdes que ocorrem nos alvos dos
antibidticos serao apenas favoraveis caso nao afetem a sua atividade, mas consigam inibir a
ligacdo do antibiotico, como por alteracdo da sua estrutura (Figura 3b). Este mecanismo de
resisténcia é aplicado, por exemplo, a classe das fluoroquinolonas. Em Arcobacter spp., a
resisténcia a fluoroquinolonas foi associada a uma mutacdo no gene da gyrA na regido
determinante de resisténcia a quinolonas (QRDR), que codifica para uma subunidade da DNA
gyrase, resultando na transicdo de uma citosina em timina (Ferreira et al., 2016). Nas espécies
A. butzleri e A. cryaerophilus, foi descoberta uma modificacao de treonina para isoleucina na
posicao 85 da proteina, provocando resisténcia a ciprofloxacina (Abdelbaqi et al., 2007). Para
além de mutacdes, as bactérias podem sintetizar moléculas imitadoras do alvo, ligando-se ao
antibiotico e assim reduzindo a concentracdo do mesmo que se liga aos alvos originais e
impedindo a sua atividade. Outro processo de resisténcia sera o impedimento fisico, onde a
célula liga grupos funcionais aos alvos tornando-se uma barreira para a ligacdo dos antibiéticos,
como, por exemplo, a metilacdo. Este € um exemplo de mecanismo de acao de resisténcia de

bactérias a classe de antibioticos dos macrolidos (Blair et al., 2015).

1.5.1.3. Influxo e efluxo do antibidtico

As bactérias de Gram-negativo sdo menos permeaveis aos antibioticos que as de Gram-positivo,
devido ao facto de possuirem uma membrana externa, que se torna uma barreira para os
agentes antimicrobianos atingirem o seu alvo. Dependendo do tamanho das moléculas de
antibidticos hidrofilicos, estes podem atravessam facilmente a membrana externa através da
sua difusdo por proteinas membranares denominadas porinas, conseguindo, assim, entrar na
célula (Figura 3c) (Blair et al., 2015). Se ocorre uma reducdo na expressao de porinas ou
mutacdes nos genes destas, leva a um decréscimo na entrada do antibidtico na bactéria,
tornando-o ineficaz no seu papel (Petchiappan and Chatterji, 2017), como no caso das

cefalosporinas (Blair et al., 2015).

Caso o antibidtico entre na bactéria, esta nao se encontra desprotegida. As bombas de efluxo
sdo responsaveis pela exportacdo de compostos toxicos da bactéria para o meio extracelular.
Se ocorrerem mutacées nos genes das bombas de efluxo, estas poderao provocar uma
diminuicdo da sua expressao e posteriormente uma diminuicao da eliminacao do antibidtico da
bactéria. No entanto, algumas condicbes de stress, como a exposicdo da bactéria a um

determinado antibidtico, podera provocar uma sobreexpressdao destas bombas de efluxo e,
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assim, aumentar o efluxo deste antibiotico (Petchiappan and Chatterji, 2017), tornando a

bactéria mais tolerante ou resistente a este (Figura 3c).

1.5.2.Bombas de Efluxo

Como referido anteriormente como um mecanismo de resisténcia a agentes antimicrobianos,
como antibidticos (ex.: cloranfenicol, tetraciclina), biocidas (ex.: cloroexidina, acriflavina),
sais biliares e outras moléculas, as bombas de efluxo de resisténcia a multiplos farmacos (MDR
- do inglés multidrug resistance) representam elementos importantes que pertencem ao
repertorio microbiano das bactérias (Alcalde-Rico et al., 2016). Estas sao estruturas proteicas
que se encontram na membrana e tém como funcao manter a concentracao intracelular de
compostos indesejaveis em niveis que ndo sejam prejudiciais a bactéria, contribuindo assim
para a resisténcia bacteriana e possivel evolucdo de resisténcia a multiplos antimicrobianos
(Sousa et al., 2019).

As bombas de efluxo MDR sdao omnipresentes, ou seja, estdao presentes em todas as células
vivas. Os genes que as codificam pertencem ao genoma do nlcleo bacteriano, no sentido de
que quase todos os membros de uma determinada espécie abrigam as mesmas bombas de
efluxo, e estes genes sao redundantes (uma Unica célula bacteriana geralmente contém mais
de dez bombas de efluxo diferentes). As bombas sao bastante inespecificas, ou seja, cada
bomba de efluxo é capaz de extrudar uma grande variedade de substratos. Uma forma de
regulacao destas bombas € por reguladores locais geralmente codificados a montante dos genes
estruturais do operdo. No entanto, altos niveis de expressdao das bombas de efluxo podem ser
obtidos por mutacdes nos elementos que regulam a sua expressao ou desencadeada pela
presenca de condicoes especificas de crescimento. Assim, as bombas de efluxo podem
contribuir para a resisténcia a antibioticos de trés diferentes formas: pela resisténcia intrinseca
ao apresentar um nivel basal de expressdao sob qualquer condicao; pela resisténcia adquirida
quando mutantes atingem alto nivel de expressao das bombas de efluxo; e, também, podem
contribuir para a resisténcia fenotipica temporaria e nao hereditaria quando as bactérias
crescem na presenca de um efetor das bomba de efluxo ou sob condicoes de crescimento que

desencadeiam sua sobreeexpressao (Alcalde-Rico et al., 2016).

As bombas de efluxo sdao encontradas em bactérias de Gram-positivo e de Gram-negativo e a
analise genomica demonstrou que estas constituem 6% a 18% de todos os transportadores
encontrados na bactéria (Kumar and Schweizer, 2005). As bactérias de Gram-negativo terao um
mecanismo de resisténcia mais complexo que as bactérias de Gram-positivo devido a estrutura

do seu revestimento celular (Kumar and Schweizer, 2005; Petchiappan and Chatterji, 2017).

As bombas de efluxo estdao integradas em seis classes de familia: superfamilia adenosine
triphosphate (ATP)-binding cassette (ABC); major facilitator superfamily (MFS); familia

multidrug and toxic compound extrusion (MATE); familia small multidrug resistance (SMR),
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superfamilia resistance-nodulation-cell division (RND) e a recentemente descoberta familia

proteobacterial antimicrobial compound efflux (PACE) (Hassan et al., 2018) (Figura 4).
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Figura 4: Representacao de cinco das seis classes de bombas de efluxo. Adaptado de Murakami, 2016.

A superfamilia ABC tem como mecanismo de transporte a captacao e efluxo, sendo a Unica
classe da familia que necessita de energia para realizar o efluxo de antibiotico. As bombas usam
a energia derivada da hidrolise de ATP para realizar o transporte de diversos compostos (Figura
4), como acucares, aminoacidos, ides, polissacaridos, proteinas e farmacos (Kumar and
Schweizer, 2005).

Os membros da superfamilia MFS exportam os compostos para o meio extracelular através de
quatro tipos de transporte: “uniporte”, “simporte” de soluto/catiao (H* ou Na*), “antiporte”
de soluto/H* (Figura 4) e “antiporte” de soluto/soluto. Podem transportar aclcares,

metabolitos, anides e farmacos (Kumar and Schweizer, 2005).

Anteriormente a familia MATE estava incluida na superfamilia MFS, no entanto recentemente,

devido a nova classificacdo, esta foi separada, passando a constituir uma das seis familias de
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bombas de efluxo. Os membros desta familia utilizam o gradiente de Na* como energia para
transportar compostos (Figura 4), como corantes catidonicos ou antibioticos como as

fluoroquinolonas (Kumar and Schweizer, 2005).

Os membros da familia SMR sao considerados os de tamanho mais reduzido pensando-se que
funcionavam como trimeros, no entanto também existem como tetrameros. Utilizam a forca
motriz protedmica para realizar a extrusao de compostos (Figura 4) como corantes, catides e

farmacos (Kumar and Schweizer, 2005).

A familia RND contém os seus genes principalmente no cromossoma, no entanto foi descoberto
que também é possivel identifica-los em plasmideos. Estas bombas de efluxo estdo presentes
apenas em bactérias de Gram-negativo (Kumar and Schweizer, 2005) e utilizam a energia de
gradiente eletroquimico de protdes para o efluxo de substratos, ou seja, o transporte por
antiporte de substrato/H* (Puvanendran, Cece and Picard, 2017) de biocidas, corantes,
detergentes, solventes organicos, remocado de toxinas, de subprodutos metabdlicos e de
antibidticos. Todas as bombas desta familia ja estudadas estdo relacionadas com o transporte
de multiplos compostos, conferindo-lhes mdltiplas resisténcias e, assim, desempenhando um
papel importante na resisténcia adquirida e intrinseca para células de Gram-negativo (Kumar
and Schweizer, 2005).

Uma bomba de efluxo da familia RND é constituida por um complexo formado por trés proteinas
que estao interligadas: proteina transportadora de membranar com 12 segmentos
transmembranares; uma proteina de fusdao de membrana que, apesar de nao ser conhecido
ainda o seu papel, ¢ indispensavel ao funcionamento da bomba de efluxo; e uma proteina de
membrana externa (Figura 4). A proteina de membrana interna apresenta dois loops
periplasmaticos, entre os segmentos transmembranares 1 e 2 0 os segmentos transmembranares
7 e 8, que contém residuos de aminoacidos que serdo responsaveis pelo reconhecimento do

substrato (Kumar and Schweizer, 2005; Puvanendran, Cece and Picard, 2017).

Assim, as bombas de efluxo RND s&o tripartidas e abrangem todo o involucro das células de
Gram-negativas, sendo que esta caracteristica, conjuntamente com a permeabilidade reduzida
apresentada pela membrana externa, atuam sinergicamente para conferir resisténcia aos

farmacos (Kumar and Schweizer, 2005).

Os dois exemplos mais estudados desta familia sdo as bombas AcrAB-TolC de Escherichia coli e
MexAB-OprM de Pseudomonas aeruginosa. A bomba de efluxo AcrAB-TolC foi demonstrada pela
sua afinidade de efluxo de sais biliares, visto que aquando da sua inibicao, as estirpes se
tornavam hipersensiveis a estas substancias. No entanto, tem sido descrita por conferir
resisténcia a acriflavina, brometo de etidio, macrdlidos, ampicilinas (Blair and Piddock, 2009),

quinolonas, cloranfenicol e tetraciclinas (Baucheron et al., 2004).
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As estirpes da maioria das bactérias de Gram-negativo sao resistentes a maioria dos antibioticos
lipofilicos (para E. coli incluem penicilina, oxacilina, cloxacilina, macrélidos, acido fusidico,
entre outros). Essa resisténcia intrinseca é muitas vezes associada a exclusdao de farmacos pela
barreira criada pela membrana externa. Alias, a quebra desta barreira sensibiliza as células de
E. coli aos farmacos acimas mencionados. No entanto, a inativacao do gene acrB, que codifica
para um dos componentes da bomba de efluxo do tipo RND, AcrAB-TolC, torna a bactéria muito
mais suscetivel a estes farmacos, mesmo aquando da presenca da barreira externa intacta.
Assim, a resisténcia intrinseca caracteristica das bactérias de Gram-negativo deve-se
principalmente as bombas RND, mas também a barreira de membrana externa (Nikaido and
Takatsuka, 2009).

Em E. coli, o gene acrA da bomba AcrAB-TolC, era conhecido por estar envolvido na resisténcia
a acriflavina. A acriflavina penetra através da membrana externa, tanto na estirpe nativa, quer
na estirpe mutante (com a inativacao o gene acrAB), sendo a acumulacao mais elevada na
Ultima estirpe mencionada, demonstrando que esta bomba de efluxo esta envolvida na extrusao
desta substancia. O papel desta bomba como MDR foi salientado, dado que a inativacao dos
genes acrAB tornou as células hipersensiveis a diversos compostos, como detergentes (ex.: sais
biliares) e antibioticos (macrolidos, B-lactamicos, tetraciclinas, cloranfenicol, mas nao
aminoglicosideos). Uma hipersensibilidade ao cloranfenicol, tetraciclina, ciprofloxacina e
estreptonigrina também foi verificada aquando da inativacdo dos genes mexAB da bomba de
efluxo MexAB-OprM em Pseudomonas aeruginosa (Nikaido, 2011). A bomba de efluxo MexAB-
OprM de Pseudomonas aeruginosa exporta B-lactamicos, sendo este um mecanismo intrigante,
uma vez que a resisténcia mediada por efluxo a este grupo de antibidticos é pouco comum.
Para além desta bomba, Pseudomonas aeruginosa também expressa a bomba MexEF-OprN. Esta
bactéria secreta uma quinolona, a PQS (sinal quinolona das Pseudomonas) que atua como um
sinal de “quorum-sensing” (sistema de sinalizacao celular baseada na producao de um composto
de baixo peso molecular compartilhado por recetores moleculares de outras células,
promovendo uma resposta especifica no organismo-alvo). A sobreexpressao desta bomba de
efluxo mostrou afetar esta sinalizacdo, levando a hipdtese que esta bomba possa estar
envolvida no efluxo da PQS. Como esta bomba de efluxo também é responsavel pelo efluxo de
fluoroquinolonas, chegou-se a conclusao de que certos antibioticos sao extrudidos das células
devido a sua semelhanca estrutural com as moléculas sinalizadoras (Kumar and Schweizer,
2005). Apontando assim para um papel das bombas de efluxo na célula para processos para

além da resisténcia a antimicrobianos.

Quando se consideram os varios estudos existentes relativos a bombas de efluxo do tipo RND
verifica-se que cada componente da bomba de efluxo tripartida é essencial para o efluxo de
substancias, sendo que a auséncia de um destes componentes torna o complexo nao funcional
(Nikaido and Takatsuka, 2009). Assim, a superfamilia das bombas de efluxo RND é dos

transportadores de efluxo de resisténcia a mualtiplos farmacos clinicamente mais relevante visto
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que, aquando da sua sobreexpressao, as bactérias apresentam niveis de resisténcia
significativos e, além disso, exportam uma gama extremamente diversificada de substratos,
devido a sua capacidade de reconhecer substratos de tamanhos e propriedades diferentes (Blair
et al., 2015).

Dentro da familia RND, também em Campylobacter, uma bactéria com proximidade a
Arcobacter, foi descoberta a bomba de efluxo denominada CmeABC, a qual confere resisténcia
a diversas substancias como fluoroquinolonas, sais biliares, brometo de etidio e metais pesados.
A CmeABC compartilha sequéncias semelhantes e uma homologia estrutural com bombas de
efluxo de multiplas drogas tripartidas conhecidas em outras bactérias de Gram-negativo. Assim,
consiste numa proteina de fusdo periplasmatica (cmeA), um transportador de efluxo de
membrana interna (cmeB) e uma proteina de membrana externa (cmeC) (Lin, Michel and Zhang,
2002). Estas trés proteinas sao codificadas por um operao de trés genes (cmeABC) que extrudem
substratos, contribuindo significativamente para a sua resisténcia a agentes antimicrobianos,
sendo este operao regulado pelo gene cmeR que codifica uma proteina que tem a funcao de
repressor de transcricao. O cmeR pode ser induzido pelos substratos naturais desta bomba de
efluxo, como sais biliares, que podem interagir diretamente com a proteina de repressao,
levando a reducao da sua ligacao ao promotor e, consequentemente, aumento a transcricao
dos genes de efluxo (Mavri and Mozina, 2013). Para avaliar o papel da bomba de efluxo CmeABC,
foi realizadoum estudo onde foi inativado o gene cmeB de C. jejuni, e verificou-se um aumento
da suscetibilidade da estirpe mutada a antibi6ticos, como os B-lactamicos, fluoroquinolonas,
macrolidos, cloranfenicol, tetraciclina, ao brometo de etidio e detergentes (Pumbwe and

Piddock, 2002), ficando comprovado o seu papel na resisténcia a agentes antimicrobianos.

No entanto, para além das bombas de efluxo estarem envolvidas na resisténcia bacteriana a
antibioticos e outros antimicrobianos, também se encontram relacionadas com diversos
mecanismos de viruléncia (Blair and Piddock, 2009). Um mecanismo direto na viruléncia é
apresentado em Mycobacterium tuberculosis através das proteinas RND designadas como MmpL.
0 genoma de M. tuberculosis codifica para 13 destas proteinas, cujo papel parece estar no
transporte de lipidos para serem incorporados na parede celular, fornecendo protecao contra
agentes externos. Outro mecanismo esta associado com a resposta ao stress oxidativo. Esse
papel ficou estabelecido pelo estudo da bomba de efluxo MacAB que se mostrou ser necessaria
para a sobrevivéncia de Salmonella enterica, quando esta bactéria é exposta a espécies reativas
de oxigénios. Este facto foi comprovado num ensaio realizado em que os mutantes com a
delecao de MacAB, apresentaram uma diminuicao do seu crescimento num ambiente com
espécies reativas de oxigénio quando comparadas com a estirpe nativa, sendo assim esta
estrutura necessaria para a sobrevivéncia em condicdes de stress oxidativo (Alcalde-Rico et al.,
2016). Outros mecanismos onde as bombas de efluxo podem ter relevancia sao a capacidade de
formacao de biofilmes e a motilidade. Os biofilmes sao associacoes microbianas complexas

ligadas a uma variedade de superficies, sendo que as bactérias que crescem formando biofilmes
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tornam-se mais resistentes do que as células isoladas. A expressdao da bomba de efluxo pode
afetar a motilidade, que desempenha um papel relevante na formacao de biofilme e aumenta
a patogenicidade. Este facto foi comprovado em Escherichia coli pela bomba de efluxo AcrAB-
TolC, onde se construiram mutantes com a delecdo de AcrAB e estes apresentaram uma
incapacidade de crescimento em ambiente anaerdbico bem como uma motilidade reduzida
(Nikaido and Takatsuka, 2009; Alcalde-Rico et al., 2016). Também em Stenotrophomonas
maltophilia se verificou um papel de sistemas do tipo RND na viruléncia, sendo que aquando
da delecdao da bomba de efluxo SmeYZ, os mutantes diminuiam a sua capacidade formar
biofilmes e levava a supressao da formacao de flagelos. Para além disto, ainda se verificou uma
suscetibilidade a compostos redox, comprovando-se que também se encontra envolvida na

protecao contra o stress oxidativo (Lin et al., 2015).

Contudo, a sobreexpressao de bombas de efluxo em mutantes pode comprometer a aptidao
bacteriana e a viruléncia, indicando que a expressao destes elementos abaixo ou acima dos
niveis fisiologicos, pode ser prejudicial para a bactéria (Alcalde-Rico et al., 2016). A
sobreexpressao de bombas de efluxo pode diminuir a aptidao pelo consumo de energia, bem
como pela constante extrusido de metabolitos necessarios para o seu crescimento, mas o
contrario foi observado em ensaios nas Pseudomonas aeruginosa em que a sobreexpressao da
bomba MexEF-OprN nao apresenta uma diminuicao na aptidao. No entanto, a expressao de
genes que estao envolvidos na cadeia respiratoria de nitrato foi aumentada, o que sugere que
as células mutantes adaptaram as suas vias metabdlicas para compensar uma possivel perda na
robustez. Estas células mutantes ainda consumiram mais oxigénio do que as nativas, o que
sugere que tanto a respiracao anaerobica quanto aerdbica aumentada sdo necessarias para
compensar os custos de condicionamento (Du Toit, 2017). Com base nas evidéncias aqui
referidas sobre bombas de efluxo, propde-se que estas possam estar envolvidas quer na

resisténcia, quer na viruléncia bacteriana (Alcalde-Rico et al., 2016).

Com base em trabalho anterior realizado pelo grupo, em que foram sequenciados e analisados
bioinformaticamente 22 genomas de A. butzleri, verificou-se a existéncia de varios genes de
bombas de efluxo nomeadamente pertencentes a familia RND. Desta analise observou-se a
existéncia de diversos operdes, potencialmente codificantes para estas estruturas, como o caso
das bombas de efluxo designadas por AreABC e AreDEF, no entanto nao se conhece o papel
destas bombas na resisténcia e viruléncia em A. butzleri (resultados do grupo nao publicados).
A bomba de efluxo AreABC encontra-se ja estudada, tendo-se verificado que tem uma
relevancia na resisténcia a ciprofloxacina, a eritromicina e a B-lactamicos em A. butzleri. Para
além deste facto, o ensaio com inibidor de bombas de efluxo do tipo RND (PaBN - do inglés
phenylalanine-arginine B-naphthylamide) demonstrou um papel evidente no aumento da
suscetibilidade a eritromicina, a um desinfetante e sais biliares. Assim, conclui-se que este
sistema de efluxo nao sera o Unico envolvido na resisténcia a antimicrobianos, podendo ser

sugerido o sinergismo com outras bombas de efluxo do tipo RND (Silva, 2017).

23



24



Capitulo 2 - Objetivos

A espécie Arcobacter butzleri tem sido referida como uma bactéria patogénica, largamente
distribuida em diversos ambientes, sendo associada a enterites e bacteremias, e estando
incluida na lista de microrganismos que constituem um grave risco para a saude humana. O
aumento da sua resisténcia a agentes antimicrobianos tem mostrado ser um problema no
possivel tratamento de infecoes por esta espécie, o que torna necessario aprofundar os
mecanismos envolvidos neste aumento de resisténcia. Apesar da investigacdo acerca dos
mecanismos de resisténcia e viruléncia desta bactéria serem pouco conhecidos, as bombas de
efluxo tém-se tornado um alvo de estudo, devido ao seu papel no aumento da resisténcia a
diversos agentes antimicrobianos em diferentes organismos. Assim, o objetivo deste trabalho
de investigacao foi a avaliacao do papel de uma bomba de efluxo do tipo RND, codificada pelo

operao AreDEF, na resisténcia e viruléncia de A. butzleri.
Os objetivos especificos para a realizacao deste trabalho foram:

. Construir estirpes mutantes através da interrupcdo do gene codificante do
transportador de membrana interna do operao AreDEF, o gene areE, por uma cassete
de resisténcia a um antibiotico;

. Estudar a influéncia da interrupcdo do gene areE no crescimento bacteriano e
na competicao entre estirpes;

. Avaliar a delecdo do gene areE na resisténcia a diversos agentes
antimicrobianos;

. Avaliar o efeito da delecdo do gene areE na motilidade, hidrofobicidade e na

sobrevivéncia em ambientes adversos.
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1. Estirpes usadas no estudo

No decorrer desta investigacao, foram utilizadas duas estirpes de A. butzleri para avaliacao do
papel da bomba de efluxo AreDEF na viruléncia, a estirpe DQ40A1 e a estirpe AB28/11. As
estirpes foram selecionadas pela presenca de uma Unica cépia do operao completo que contém
0s genes para a expressao da bomba de efluxo do tipo RND de interesse, bem como pelo facto

de serem naturalmente transformaveis.

3.2. Condic¢des gerais de armazenamento

As estirpes foram preservadas em tubos criogénicos em meio Brain Heart Infusion (BHI) com
20% (v/v) de glicerol a uma temperatura de -80 °C. Para posterior utilizacao as estirpes foram
inoculadas em placas de Blood Agar (BA) suplementadas com 5% (v/v) de sangue de cavalo
desfibrinado e incubadas a 30 °C. Apds incubacao, as placas inoculadas foram guardadas a 4 °C

até utilizacao, por um periodo maximo de duas semanas.

3.3. Construcao do fragmento de DNA transformante

Para avaliar a funcdo da bomba de efluxo em estudo, procedeu-se a construcdao de mutantes
de duas estirpes de A. butzleri por mutagénese insercional, ou seja, o gene areE foi
interrompido por um fragmento contendo uma cassete de resisténcia a um determinado

antibidtico (Jeon et al., 2011).

Para tal, foi necessario a construcdo de um fragmento contendo regides homologas as regioes
a jusante do codao de iniciacao e a montante do codao stop do gene areE, flanqueando uma

cassete aphA-3, que confere resisténcia a canamicina.

3.3.1.Extracdo do plasmideo pUC18-K2 de Escherichia coli
Primeiramente foi efetuada a extracao do plasmideo pUC18-K2 de Escherichia coli, pois este
plasmideo contém a cassete aphA-3 que confere resisténcia a um antibidtico aminoglicosideo,

a canamicina.

Assim, inicialmente realizou-se a inoculacao da estirpe Escherichia coli, numa placa com meio
solido de Luria-Bertani (LB) contendo 30 pyg/mL de canamicina, a qual foi incubada 24 horas a

37 °C em aerobiose. Seguidamente, preparou-se uma pré-cultura em 62,5 mL de meio liquido
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Terrific-Broth (TB) constituido por 5 g/L de glicerol, 12 g/L de triptona, 24 g/L de extrato de
levedura, 0,17 M de fosfato monopotassico, 0,72 M de fosfato dipotassico e 30 pg/mL de
canamicina, seguindo-se incubacdo num agitador orbital a 37 °C e agitacao de 250 rpm, até
ser atingida uma densidade 6tica a 600 nm (DOggo,m) de 2,6. Esta pré-cultura foi usada para
iniciar uma cultura com uma DOggnm de 0,2 em 125 mL do mesmo meio durante 16 horas, nas
condicoes anteriores. De seguida, as células foram recuperadas através de centrifugacdo a 5500
xg, durante 20 minutos a 4 °C, sendo desprezado o sobrenadante e o depoésito celular usado
para a extracdo do plasmideo de interesse. Para extrair o plasmideo, foi utilizado o kit
NZYMaxiprep (NZYtech, Portugal) de acordo com as instrucoes do fabricante, e posteriormente
determinada a sua concentracdo e pureza através de um nanoespetrofotometro (IMPLEN,
Alemanha).

3.3.2.Digestao do plasmideo pUC18-K2 e purificacdo da cassete aphA-3

A obtencédo da cassete aphA-3 foi realizada por digestdao do plasmideo pUC18-K2 usando as

enzimas restricao de BamHI e Kpnl (Figura 5).

Assim, digestao foi efetuada através de uma mistura reacional composta por 10 U da enzima
BamHI (Bioron, Alemanha), 10 U da enzima Kpnl (Bioron, Alemanha), 2 pL de buffer K, 0,5 pg
de plasmideo purificado num volume final de 20 pL. A mistura reacional foi incubada durante
1 hora a 37 °C. Posteriormente, procedeu-se a verificacdo da digestao, através da realizacao
de uma eletroforese em gel de agarose de 0,8% (p/v) em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) a 1x,
corado com Midori Green. A digestao enzimatica foi aplicada no gel, bem como um marcador
de peso molecular, tendo como tempo de corrida 30 minutos a 120V. Finalmente o gel foi

revelado sob luz ultravioleta num transiluminador (UVITEC, Reino Unido).

Figura 5: Representacao esquematica da digestao do plasmideo pUC18-K2 de E. coli.
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A banda de tamanho correspondente a cassete aphA-3 foi excisada, seguida da sua purificacao
utilizando o kit GRS PCR & Gel Band Purification (Grisp, Portugal) de acordo com as instrucoes
do fabricante e posterior determinacdo da sua concentracao e pureza num

nanoespetrofotometro.

3.3.3.Extracdao de DNA gendémico de A. butzleri
Para a obtencao dos fragmentos de hibridizacdo com a cassete aphA-3 foi necessario proceder
a extracdo do DNA gendmico (gDNA) da estirpe em estudo para amplificacdo das regides a

jusante do codao de iniciacao e a montante do codao stop do gene em estudo.

Assim, as estirpes de A. butzleri DQ40A1 e AB28/11 foram inoculadas em meio BA
suplementado com 5% de sangue de cavalo desfibrinado e incubadas a 30 °C, durante 24 horas.
Posteriormente, a extracao e purificacao do gDNA foi realizada utilizando o kit Nucleic Acid
Extraction (Vivants, Alemanha) de acordo com as instrucées do fabricante, e determinada a sua
concentracao e pureza num nanoespetrofotometro. Ainda foi realizada um eletroforese em gel

de agarose a 0,8 % (p/v), durante 30 minutos a 120V para a verificacao da integridade do gDNA.

3.3.4.Construcao dos fragmentos hibridizantes com a cassete aphA-3

Apos extracao do gDNA, procedeu-se a amplificacdo de regibes a jusante do codao de iniciacao
e a montante do codao stop do gene em estudo. Este passo é necessario para que a cassete
fique flanqueada por regides homologas as do gene favorecendo assim a sua recombinacao

homologa de forma eficaz.

A amplificacdao dos fragmentos do gene areE foi efetuada por uma reacao em cadeia da
polimerase (PCR - do inglés polymerase chain reaction) em que se utilizaram dois conjuntos de
primers para a amplificacao de dois fragmentos com 345 e 335 pares de bases (bp) cada: um
fragmento a jusante do codao de iniciacao (Fragmento A) e um fragmento a montante do codao

de Stop (Fragmento B) (Figura 6).

l!lE_Ali <L5_32

Gene areE

areE_A2 # areE Bl

Fragmento A | | | | Fragmento B

Figura 6: Representacdo esquematica da construcdo dos fragmentos hibridizantes com a cassete
(Fragmentos A e B).
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Para amplificar os fragmentos foi necessario a realizacdo de uma mistura reacional, que
consistiu em 1 pL de Dream Taq buffer (10x), 0,2 mM de desoxirribonucleotideos fosfatados
(dNTPs), 0,5 uM de primer foward, 0,5 UM de primer reverse, 1 UL de amostra de gDNA de cada
estirpe, 0,5 U da enzima Dream Tag DNA Polimerase (Thermo Scientific, Estados Unidos da
América) e perfazendo com agua ultrapura até um volume de 10 pL. A amplificacdo do
fragmento A foi realizada com os primers areE_A1 e areE_A2 e o fragmento B com os primers
areE_B1 e areE_B2 (Tabela 3). Efetuou-se um controlo negativo, que continha todos os

componentes da mistura reacional com a excecao do gDNA da estirpe.

Tabela 3: Lista dos primers utilizados nas reacées de PCR, com a indicacao da sua sequéncia e tamanho.

Designagéo do primer Sequéncia do primer Tamanho (pb)
areE_A1 ttcatcaacaggaaatgcaag 21
areE_A2 ttattcctcctagttagtcacaaatacgcatagcatattgacc 43
areE_B1 Tacctggagggaataatgagctgcactttatgaaagttggtc 42
areE_B2 atttgctcctgctcctgttg 20

Nota: Nucleotideos a italico correspondem a adaptadores para ligacao a cassete de resisténcia aphA-3.

Realizadas as misturas reacionais, estas foram incubadas num termociclador, com o seguinte
programa: desnaturacao inicial a 95°C durante 3 minutos; 30 ciclos constituidos por
desnaturacao a 95°C durante 30 segundos, posterior hibridizacao a 54°C para o fragmento A e
58 °C para o fragmento B durante 30 segundos e seguida da extensao a 72°C durante 1 minuto;

por Ultimo, a extensao final a 72°C durante 10 minutos.

Apds a amplificacdo, os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 0,8 %

(p/v), correndo durante 30 minutos a 120 V. O gel foi visualizado num transiluminador.

Seguidamente, foi realizada a purificacao dos fragmentos, A e B, com o kit GRS PCR & Gel Band
Purification (Grisp, Portugal) e posterior determinacdo da concentracdo e pureza num

nanoespetrofotometro.

3.3.5.Juncao dos fragmentos hibridizantes com a cassete aphA-3

A Gltima etapa da construcao do fragmento de DNA transformante (Fragmento C) é a ligacao
dos fragmentos A e B com a cassete aphA-3. Aquando da amplificacao dos fragmentos A e B, os
primers areE_A2 e areE_B2 continham uma cauda de aproximadamente 20 pb homologa as
extremidades da cassete, que ird permitir a juncao dos fragmentos com a cassete e, assim,

obter o fragmento para a transformacao da estirpe (Figura 7).
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Figura 7: Representacao esquematica da construcao do fragmento de DNA transformante (Fragmento C).

0 DNA transformante foi construido usando uma mistura reacional que continha 4 pL de Phusion
HF Buffer (5x), 0,2 mM de dNTPs, 0,5 pM de areE_A1 e de areE_B2, 30 ng de cada um dos
produtos A e B purificados, 30 ng da cassete purificada, 0,4 U da enzima Phusion DNA
Polymerase (Thermo Scientific, Estados Unidos da América) e perfez-se com agua ultrapura até
um volume final de 20 pL. Um controlo negativo também foi realizado, onde néo se adicionou

os fragmentos A e B, nem a cassete.

Efetuadas as misturas reacionais, estas foram incubadas num termociclador, onde se realizou
0 seguinte programa: desnaturacao inicial a 98°C durante 3 minutos; 35 ciclos constituidos por
desnaturacao a 98°C durante 10 segundos, posterior hibridizacao a 56 °C durante 20 segundos
e seguida de uma extensao a 72°C durante 1 minuto; por fim, a extensao final a 72°C durante
10 minutos. Apos reacao, a construcao do fragmento C foi confirmada usando eletroforese em
gel de agarose. O gel foi observado num transiluminador, de modo a observar a completa juncao

dos fragmentos A e B com a cassete.

De seguida, procedeu-se a purificacdo do produto de PCR, o fragmento C, com o kit GRS PCR &
Gel Band Purification (Grisp, Portugal) e posterior determinacao da concentracao e pureza num

nanoespetrofotometro.

3.4. Transformacao Natural

De modo a avaliar a funcdo de uma bomba de efluxo numa estirpe, pode proceder-se a
construcao de um mutante onde exista interrupcao do gene dessa bomba em estudo ou de uma
subunidade da mesma através de mutagénese insercional, onde o fragmento de DNA

transformante ira ser recombinado no genoma (Jeon et al., 2011) (Figura 8).
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Fragmento C

Figura 8: Representacao esquematica da interrupcao do gene areE pelo fragmento de DNA transformante.

0 processo de incorporacao de DNA exogeno foi realizado através da transformacao natural, tal
como foi previamente descrito, com modificagdes (Bonifacio, 2018). Primeiramente, realizou-
se a inoculacao da estirpe em meio BA e incubou-se durante 24 h a 30 °C em atmosfera de
microaerofilia (6% de O,, +/- 7,1% de CO, e 3,6% de H,). Posteriormente, realizou-se a sua
suspensao em meio Tryptic Soy Broth (TSB) e da qual se retirou um volume equivalente a 5x108
células para a estirpe DQ40A1 e 5x10° células para a estirpe AB28/11, e perfez-se até 200 pL.
Esta aliquota foi transferida para um tubo com 1,5 mL de meio BA e incubada sob condicées de
microaerofilia, durante 6 h a 30 °C. De seguida procedeu-se a adicdo de 1 pg e 2,12 pyg do
fragmento de DNA transformante construido anteriormente para a estirpe DQ40A1 e AB28/11,
respetivamente, diluido em tampéo fosfato salino (PBS - do inglés Phosphate buffer saline) num
volume final de 40 pL. Como controlo, adicionou-se 40 L de PBS. Apds adicao do DNA exdgeno
ou PBS, as células foram incubadas durante 5 h a 30 °C, sob condi¢cdes de microaerofilia. Apds
incubacao, transferiu-se 100 pL da suspensao para uma placa de BA suplementada com 50
pg/mL de canamicina, onde se realizou o seu espalhamento, seguida de incubacao nas mesmas
condi¢cles de atmosfera e temperatura do ensaio, durante 5 dias. Decorridos os cinco dias, a

placa de meio seletivo foi observada para a presenca de coldnias de mutantes.

3.5. Confirmacdao da mutagénese

Apos realizada a transformacgao natural foi necessario proceder a testes de confirmagao da
interrupcao do gene da bomba de efluxo em estudo, areE. Assim primeiramente, verificou-se a

interrupcao do gene e posteriormente a inibicao da sua expressao na célula (Bachman, 2013).

3.5.1.Verificacao da insercao do fragmento de DNA transformante

Depois de selecionadas as colénias do meio seletivo, realizou um aumento de biomassa da cada
coldnia, através da sua cultura em meio BA suplementado com canamicina, durante 24 h a 30
°C, sob condicoes de microaerofilia. De seguida, as células foram ressuspendidas em 500 pL de
agua Mili Q estéril, e procedeu-se a extracao de DNA por fervura incubando a 100 °C durante

10 minutos e seguindo-se centrifugacdo a 8000 xg, durante 3 minutos a temperatura ambiente.
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O sobrenadante foi entao recuperado e usado como molde num PCR para amplificacao do gene
em estudo. A mistura reacional foi constituida por 1 pL de Dream Taq buffer (10x), 0,2 mM de
dNTPs, 0,5 uM de areE_A1 e de areE_B2, 1 pL de DNA do clone em analise, 0,5 U da enzima
Dream Taq DNA Polimerase e perfez-se com agua ultrapura até um volume final de 10 pL. Como
controlo positivo da reacao usou-se gDNA da estirpe parental em estudo, como controlo

negativo incluiu-se uma reacao onde nao se adicionou DNA molde.

As reacoes foram entao incubadas num termociclador, com o seguinte programa: desnaturacao
inicial a 95°C durante 3 minutos; 30 ciclos constituidos por desnaturacdao a 95°C durante 30
segundos, posterior hibridizacao a 56 °C durante 30 segundos e seguida de uma extensao a 72°C
durante 2 minutos; por fim, a extensao final a 72° C durante 10 minutos. Seguidamente realizou-
se uma eletroforese em gel de agarose de 0,8 % (p/v), durante 30 minutos a 120 V e procedeu-
se a sua posterior observacdo num transiluminador, de modo a verificar o tamanho do
fragmento amplificado e, assim, verificar se as bactérias inseriram o fragmento C no seu

genoma por transformac¢ao natural.

Apos analise do gel, os mutantes foram suspensos em 200 pL de meio BHI com 20 % de glicerol

e armazenadas a -80 °C, para futuros ensaios.

3.5.2. Verificacdo da expressao do gene
Posteriormente para confirmar que a interrupcao do gene areE leva a que este deixe de ser
expresso, realizou-se uma Reverse Transcriptase-Polimerase Chain Reaction (RT-PCR), que

utiliza o RNA total proveniente das células para esta analise.

3.5.2.1. Extracao de RNA total

As estirpes parentais e mutantes foram inoculadas em placas de TSA e incubadas a 30 °C durante
24 h, em aerobiose. Uma pré-cultura foi preparada com uma densidade otica inicial a 620 nm
(DOg20nm) de 0,02 em 10 mL de meio TSB e incubada a 30 °C durante 16 h, num agitador orbital
a 100 rpm. Posteriormente, partindo desta pré-cultura foi iniciada uma cultura com uma DOgonm
de 0,02 em 20 mL de meio TSB, nas condicoes anteriores. A partir do meio da fase exponencial
(6 horas) foi recuperado 1 mL de células, as quais foram centrifugadas a 11000 xg durante 5
minutos a 4 °C, sendo descartado o sobrenadante. Realizou-se uma lavagem com uma solucao
de cloreto de sodio (NaCl) a 0,85% (p/v) e posterior centrifugacdo. O sobrenadante foi
novamente descartado e adicionou-se 500 pL de TRIzol. As células foram armazenadas a -80 °C

até a sua utilizacao.

A extracao de RNA foi executada usando TripleXtractor (Grisp, Potugal) de acordo com as
instrucées do fabricante, sendo por fim determinada a concentracdo e pureza num
nanoespetofotometro. Por fim, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose a 1%, durante

30 minutos a 100V, para avaliar a integridade do RNA e a presenca de contaminantes.
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3.5.2.2. Tratamento das amostras de RNA total com DNase |

De forma a eliminar possiveis contaminacdes de DNA das amostras de RNA, procedeu-se a uma
digestao com DNase | (Thermo Scientific, Estados Unidos da América). Assim, preparou-se uma
mistura reacional contendo 1 UL de Tampao de reacao (10x) com cloreto de magnésio, 1 pL de
DNasel, 1 pg de RNA e agua ultrapura até perfazer um volume de 10 pL, foi incubada durante
30 minutos a 37 °C. De seguida foi adicionado 1 pL de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
a 50 mM e novamente incubado a 65 °C durante 10 minutos. A aliquota foi armazenada a -80

°C, até sua utilizacao.

3.5.2.3. Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para a sintese de cDNA a partir do RNA isolado das estirpes parentais e mutantes, usou-se o kit
Xpert cDNA Synthesis Mastermix (Grisp, Portugal). Realizou-se uma mistura reaccional com 9
ML de RNA tratado com DNase | e 10uL de Master Mix a qual foi incubada durante 5 minutos a
65 °C. Posteriormente, adicionou-se 1 pL de RTases. Novamente foi incubada com o seguinte
programa: 10 minutos a 25 °C, 15 minutos a 50 °C e por fim 5 minutos a 85 °C. Depois da sintese

de cDNA, este foi armazenado a -20 °C.

3.5.2.4. Determinacdo da expressao genética de areE

O cDNA sintetizado anteriormente foi entdo utilizado para a realizacao de PCR. Assim,
preparou-se uma mistura reacional contendo: 1 yL de Dream Taq Green Buffer (10x), 0,2 mM
dNTPs, 0,5 pM dos primer areE_RTPCR_F1 e areE_RTPCR_R1 (Tabela 4), 2 yL de cDNA, 0,25 U
da enzima Dream Taq DNA Polimerase e perfez-se o volume com agua ultra-pura até 10 pL.

Como controlo negativo usou-se a mistura anterior na auséncia de cDNA.

Efetuadas as misturas reacionais, estas foram incubadas num termociclador, com o seguinte
programa: desnaturacao inicial a 95°C durante 3 minutos; 30 ciclos constituidos por
desnaturacao a 95°C durante 30 segundos, posterior hibridizacao a 56 °C durante 30 segundos
e seguida de uma extensao a 72°C durante 1 minuto; por fim, a extensao final a 72°C durante

10 minutos.

Tabela 4: Lista dos primers utilizados nas reacées de RT-PCR, com a indicacao da sua sequéncia e
tamanho.

Designacdo do primer  Sequéncia do primer = Tamanho (pb)

areE_rtpcr_F tcaattcgttctgatgattctga 23
areE_rtpcr_R tctataaggagcttcaccttgga 23
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Seguidamente a reacdo de PCR foi necessaria a realizacdo de uma eletroforese em gel de
agarose de 0,8 % (p/v), durante 30 minutos a 120 V e a sua posterior observacao num

transiluminador, para observacao da presenca da banda correspondente a expressao de RNA.

3.6. Determinacado da concentracao minima inibitéria (CMI) de

agentes antimicrobianos

Para avaliar a suscetibilidade de uma bactéria a um agente antimicrobiano é necessario a
determinacado da concentracdo minima inibitoria. A CMI é definida como a menor concentracao
de um agente antimicrobiano capaz de inibir o crescimento visivel de um microrganismo e é
um parametro usada em laboratorio para confirmacao da resisténcia de uma estirpe a estes

agentes (Andrews, 2001).

3.6.1.Agentes antimicrobianos

.....

agentes antimicrobianos como antibidticos, sais biliares, desinfetantes e um substrato das

bombas de efluxo, para verificar o papel da bomba de efluxo (Tabela 5).
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Tabela 5: Identificacao dos diferentes agentes antimicrobianos a usar na determinacao das

.....

AGENTE SOLVENTE %
MARCA
ANTIMICROBIANO /DILUENTE PUREZA
Ampicilina (sal de TF pH 8/
, NZYTech 100
sodio) TFpH 6
TF pH 6/
Cefalexina Sigma-Aldrich 0 100
2
B-lactamicos
Acros
Cefotaxima H,0 95
Organics
TF pH 6/
Amoxicilina Sigma-Aldrich 100
TFpH 6
Gentamicina Sigma-Aldrich H.0 100
) Sulfato de Fisher
Aminoglicosideos o i H20 100
canamicina Chemical
Estreptomicina Sigma-Aldrich H.0 100
ANTIBIOTICOS . . Fisher Agua basificada
Acido Nalidixico 100
Chemical com NaOH
Agua basificada
Ciprofloxacina Sigma-Aldrich 98
com NaOH
Quinolonas )
Agua basificada
Levofloxacina Sigma-Aldrich 98
com NaOH
Agua basificada
Moxifloxacina Sigma-Aldrich 100
com NaOH
Tetraciclina Sigma-Aldrich Etanol 95% 98
Tetraciclinas
Doxiciclina Alfa Aesar H,0 100
) Eritromicina Sigma-Aldrich Etanol 95% 100
Macrolidos
Claritromicina Sigma-Aldrich Etanol 95% 95
Fenicois Cloranfenicol Fluka Etanol 95% 99
Tokyo
Colato de Sédio Chemical TSB 98
Industry
SAIS BILIARES
Tokyo
Desoxicolato de
) Chemical TSB 98
Sodio
Industry
Clorexidina Sigma-Aldrich H,0 20
DESINFETANTE Cloreto de
) Sigma H.0 100
benzalconio
GERMICIDA Acriflavina Sigma-Aldrich H,0 100
SUBSTRATO DAS BOMBAS Brometo de Fisher Mei
eio
DE EFLUXO Etidio Scientific

TF: Tampao Fosfato a 0,1 M; H;0: Agua MiliQ estéril; NaOH: hidroxido de sodio a 1M.
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3.6.2.Determinacgao das concentra¢ées minimas inibitérias

De modo a comparar o efeito dos agentes antimicrobianos, foram realizados ensaios em paralelo
das estirpes parentais e respetivos mutantes. Como tal, as estirpes parentais DQ40A1 e AB28/11
e respetivos mutantes foram inoculadas em placas de meio TSA e incubadas a 30 °C durante 24

horas, numa atmosfera de aerobiose.

A determinacao da CMI foi realizada pelo ensaio de diluicoes sucessivas em microplacas de 96
pocos. Primeiramente, foi adicionado um volume de 50 pL de solucao do agente microbiano em
TSB com o dobro da concentracéo pretendida obtida por diluicdes sucessivas de 1:2. Por Gltimo,
adiciona-se 50 pL da suspensao de indculo para a obtencao de 5x10° unidades formadoras de
colonias (UFC)/mL em cada poco. Para tal, as estirpes foram ressuspensas em NaCl a 0,85% e
ajustadas a uma turbidez de aproximadamente 0,5 unidades de McFarland, o equivalente a
cerca de 108 UFC/mL. De seguida, foi realizada uma diluicdo de 1:100 do indculo em meio TSB,
seguido da sua adicao a cada poco e obtendo um volume final de 100 pL. Um controlo negativo
e um controlo positivo foram adicionados ao ensaio, consistindo em 100 pL de meio TSB, e 50
UL de meio TSB com 50 pL de indculo, respetivamente. Posteriormente, as placas foram
incubadas numa atmosfera de aerobiose, a 30°C durante 48 horas. A CMI foi determinada pelo
primeiro poco que nao apresentava turbidez a olho nu, ou seja, sem crescimento, sendo
posteriormente confirmado o resultado num leitor de microplacas a um comprimento de onda
de 620nm, através da medicao da densidade ética em cada poco e tendo como referéncia o

controlo negativo. Este ensaio foi realizado pelo menos trés vezes de forma independente.

3.7. Determinacao das curvas de crescimento

Varios ensaios sao necessarios para avaliar o papel de uma bomba de efluxo, no entanto, é
preciso garantir que a interrupcao do gene nao ira afetar o funcionamento normal da bactéria.
Para tal, foi necessario comparar o comportamento de crescimento da estirpe mutante em
relacado a estirpe parental. Este ensaio foi realizado segundo o protocolo previamente descrito

por Ferreira et al., 2018.

Assim, as estirpes parentais DQ40A1 e AB28/11 e respetivos mutantes foram inoculados em
placas de TSA e incubados a 30 °C, durante 24 horas em aerobiose. Uma pré-cultura foi realizada
para cada estirpe em 10 mL de meio TSB com uma DOg;q,m de 0,02, incubando-se a 30 °C durante
aproximadamente 16 horas num agitador orbital a 100 rpm. De seguida, as culturas foram
iniciadas a partir das pré-culturas, em 20 mL de meio TSB com uma DOg;onm de 0,02 e incubadas
nas mesmas condicbes que as pré-culturas anteriores. Amostras de cada cultura foram
recolhidas aos tempos, 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 24 horas e efetuada a leitura da sua DOg;m. Estes

ensaios foram realizados, pelo menos, trés vezes e de forma independente.
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3.8. Ensaios de competicao entre estirpes de Arcobacter

butzleri

Um outro teste realizado para a avaliacao do comportamento das estirpes, foi a competicao
entre a estirpe parental e respetivo mutante, que tem como objetivo a avaliacao da capacidade
de as bactérias sobreviverem no meio ambiente em competicao com outras bactérias (Morgan
and Steiglitz, 2003). Para este estudo, foi utilizado o protocolo descrito por Ferreira et al.,

2018, com algumas modificacoes.

Inicialmente, cultivaram-se as estirpes parentais DQ40A1 e AB28/11 e respetivos mutantes
independentemente em placas de TSA, sendo incubadas em aerobiose a 30 °C durante 24 horas.
Apos incubacao, realizaram-se as respetivas pré-culturas em 10 mL de meio TSB iniciando com
uma DOg;onm de 0,2, sendo estas incubadas num orbital a 100 rpm, numa atmosfera de aerobiose
a 30 °C durante aproximadamente 16 horas. Posteriormente, foi realizada uma cultura em 20
mL de TSB, no qual se adicionou 200 pL da pré-cultura da estirpe nativa e mutada
correspondente, sendo incubada nas mesmas condicées. De seguida, foram recolhidas amostras
as 0 e 24 horas para a determinacao das UFC/mL. Para tal foram realizadas diluicdes sucessivas,
das quais se transferiram, em triplicado, 10 pL das diluicdes correspondentes de 10" a 10 nas
0 horas e de 10 a 108 nas 24 horas, para placas de TSA para determinar as UFC/mL totais e
para placas de TSA suplementadas com 30 pg/mL de canamicina para determinar as UFC/mL
da estirpe mutada, sendo estas placa incubadas nas mesmas condicées de atmosfera e
temperatura durante 48 horas. Este ensaio foi realizado de forma independente, pelo menos

trés vezes. O resultado foi apresentado sob a forma de custo relativo, pela seguinte formula:

In((UFC/mLy4p )/(UFC/mLoy)) Resistentes
In((UFC/mLy4p )/(UFC/mLgy)) Suscetiveis

Custo relativo = (Equacao 1).

3.9. Avaliacao da influéncia da bomba de efluxo na viruléncia de

Arcobacter butzleri

3.9.1.Condicées de crescimento

Para a realizacado dos ensaios de viruléncia foi necessario que as células se encontrassem a meio

da fase exponencial de crescimento e de seguida acertada a DOg;o,m a 0,2.

As estirpes foram inoculadas em meio TSA durante 24 horas a 30 °C, numa atmosfera de
aerobiose. Pré-culturas foram realizadas em 10 mL de meio TSB, com uma DOgygnm inicial de
0,02 e incubadas num orbital a 100 rpm, durante aproximadamente 16 horas a 30 °C. As culturas
das estirpes foram efetuadas a partir das pré-culturas, onde se ajustou a DO inicial para
0,02 em 20 mL de meio TSB, seguindo-se de incubacao até as bactérias atingirem o meio da

fase exponencial (de 5 a 6 h).
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3.9.2.Ensaio de motilidade

Como referido anteriormente, A. butzleri apresenta mobilidade por um uUnico flagelo polar
(Pérez-Cataluia et al., 2018). De modo a avaliar se a interrupcdo do gene areE afeta a
expressao de genes que codificam para o flagelo e, consequentemente, influenciam a
motilidade de cada estirpe, foi realizado um ensaio onde se observa a migracdo das bactérias,

segundo o protocolo descrito por Ferreira et al., 2018.

Inicialmente procedeu-se a cultura das estirpes parentais DQ40A1 e AB28/11 e respetivos
mutantes de acordo com o ponto 3.9.1. Posteriormente, 5 UL de cada estirpe foram inoculados
no centro de uma placa de TSA com uma percentagem de 0,4 % de agar, e as placas incubadas
a 30 °C durante 48 horas. A avaliacao da motilidade foi realizada pela medicao da motilidade
das estirpes as 24 e 48 horas. Os ensaios foram realizados de forma independente, pelo menos

trés vezes.

3.9.3.Ensaio de hidrofobicidade celular

Com a interrupcao do gene areE da bomba de efluxo da classe RND, uma das carateristicas que
podera ser afetada é hidrofobicidade da bactéria, visto que a constituicdo das membranas
celulares é alterada. Para este efeito foi realizado um ensaio conforme descrito por Lin et al.,

2015, com algumas modificacoes.

As estirpes parentais DQ40A1 e AB28/11 e respetivos mutantes foram obtidas como descrito na
secao 3.9.1.. Apods 5 horas de incubacao, 3,5 mL da cultura foram recolhidos e as células
recuperadas por centrifugacdo a 12000 xg durante 3 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi
desprezado e o depésito celular foi lavado com PBS duas vezes, e finalmente ressuspendido em
3,5 mL de PBS. A DOg;gnm foi lida num espectrofotometro e registada como correspondendo ao
valor de A0 (Equacao 2). Seguidamente, adicionou-se 500 pL de hexadecano com 2,5 mL de
suspensao celular, e agitou-se no vortex por 2 minutos, seguindo-se de 3 minutos de repouso a
temperatura ambiente. Por Gltimo, foi recolhida a fase aquosa inferior e lida a sua DOggnm,
correspondendo ao valor de A1 (Equacao 2). Os ensaios foram realizados de forma
independente, pelo menos trés vezes. Para determinar o valor da percentagem de

hidrofobicidade aplicou-se a seguinte formula:

% Hidrofobicidade =1—%-x100  (Equagdo 2).

3.9.4.Ensaios de crescimento em condi¢cdes de stress

Como referido anteriormente, as bombas de efluxo da superfamilia RND tem a capacidade de
transportar diversos compostos do interior da célula para o meio extracelular (Kumar and

Schweizer, 2005), permitindo assim a sua sobrevivéncia em diversos ambientes, como, por
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exemplo, em condicdes de stress oxidativo, osmotico, entre outros (Blair et al., 2015). Como
tal, foi estudado o efeito de compostos indutores de diversos tipos de stress no crescimento

das estirpes parentais e mutantes.

3.9.4.1. Ensaio de stress oxidativo
Um dos stresses mais estudados relativamente a influéncia das bombas de efluxo na
sobrevivéncia de uma bactéria é o stress oxidativo, visto este mecanismo estar presente em

todos os tipos de células.

3.9.4.1.1. Stress oxidativo induzido por perdxido de hidrogénio
0 ensaio de stress oxidativo induzido por perdxido de hidrogénio foi realizado através de difusao

em disco , descrito no protocolo de Srinivasan et al., 2012, com algumas modificacoes.

Assim, as estirpes parentais DQ40A1 e AB28/11 e respetivos mutantes, obtidas como descrito
na secao 3.9.1., foram recolhidas por centrifugacdo a 12000 xg durante 3 min a temperatura
ambiente e ressuspendidas em meio TSB a uma DOg;o,m de 0,2. Realizada a suspensao celular,
as células foram inoculadas numa placa de TSA por espalhamento através de uma zaragatoa e
posteriormente colocado um disco de difusao de 6 mm no centro da placa, ao qual foi
adicionado previamente 10 pL de perdxido de hidrogénio a diferentes concentracoes, 3, 10 e
30 % (v/v). Apds adicao do disco, as placas foram incubadas a 30 °C, durante 24 horas, tempo
ao fim do qual se mediu o halo de inibicao do crescimento bacteriano. Os ensaios foram

realizados pelo menos trés vezes e de forma independente.

3.9.4.1.2. Stress oxidativo induzido por menadiona
O ensaio de stress oxidativo induzido por menadiona foi realizado de acordo como protocolo o

descrito por Lin et al., 2015, com algumas alteracées.

Apds obtencao das células como descrito na secdo 3.9.1., estas foram lavadas e ressuspendidas
a uma DOgyg,m de 0,2, como descrito no ponto 3.9.4.1.1. e de seguida diluidas sucessivamente
de 1:10 em NaCl a 0,85% (p/v). Posteriormente, 10 puL das diluicoes de 103 a 10® foram
transferidas para placas de TSA com diferentes concentracées de menadiona (0, 10, 20 e 30
mg/mL) e para uma placa de TSA, que serviu como referéncia, realizando o ensaio em
triplicado. Apos adicao das diluicdes nas placas, estas foram incubadas a 30 °C, durante 48
horas, tempo ao fim do qual se efetuou a contagem das UFC/mL de cada placa. Realizadas as
contagens, procedeu-se ao calculo da percentagem de sobrevivéncia para cada concentracao.

Os ensaios foram realizados pelo menos trés vezes de forma independente.

3.9.4.2. Ensaios de stress osmotico
Para além do stress oxidativo, o stress osmotico também tem um papel relevante na avaliacdo
do comportamento bacteriano. O ensaio de stress osmético induzido por cloreto de sodio teve

como protocolo o descrito por Srinivasan, Vaidyanathan, et al., 2012, com algumas alteracoes.
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Obtidas as estipes parentais DQ40A1 e AB28/11 e respetivos mutantes como descrito na secao
3.9.4.1.1., foram realizadas diversas diluicbes sucessivas em NaCl a 0,85% (p/v).
Posteriormente, 10 pL das diluicées de 102 a 107 foram transferidas para placas de TSA com
diferentes concentracdes de NaCl (0,075 e 0,15M) e as diluicdes de 1073 a 108 para uma placa
de TSA, que serviu como controlo, realizando o ensaio em triplicado. Apos adicdo das diluicoes
nas placas, estas foram incubadas a 30 °C, durante 48 horas, tempo ao fim do qual se procedeu
a contagem das UFC/mL de cada placa. Realizadas as contagens, efetuou-se o calculo da
percentagem de sobrevivéncia para cada concentracdo. Foram realizados pelo menos trés

replicados biologicos.

3.9.4.3. Ensaio de stress com sais biliares e com cloroexidina

Ainda outros stresses estudados foram o stress provocado por sais biliares e o stress provocado
pela cloroexidina. Estes compostos sao classificados como um detergente e um desinfetante,
respetivamente. O ensaio de stress biliar e com cloroexidina seguiram o protocolo descrito por

Srinivasan, Vaidyanathan, et al., 2012, com algumas alteracoes.

Obtidas as estipes parentais DQ40A1 e AB28/11 e respetivos mutantes como descrito na secao
3.8.4.1., foram realizadas diversas diluicées sucessivas em NaCl a 0,85% (p/v). De seguida, 10
pL das diluices de 103 a 108 foram transferidas para placas de TSA com diferentes
concentracbes de sais biliares (0,25, 0,5 e 1%), as diluicbes de 10! a 10® em placas com
cloroexidina contendo 1/4x e 1/2x do valor da CMI. Como controlo transferiram-se as diluicoes
de 103 a 10® para uma placa de TSA, realizando o ensaio em triplicado. Apds adicdo das
diluicées nas placas, estas foram incubadas a 30 °C, durante 48 horas, tempo ao fim do qual se
efetuou a contagem das UFC/mL, e o calculo da percentagem de sobrevivéncia para cada

concentragao. Os ensaios foram realizados de forma independente e pelo menos trés vezes.
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

0 aumento da resisténcia bacteriana a antibioticos das diversas classes tornou-se um problema
de saude publica, bem como a falta de conhecimento acerca dos mecanismos que lhe conferem
essa resisténcia. Relativamente a A. butzleri ainda se sabe muito pouco acerca dos mecanismos
de resisténcia por tras dos fenotipos de resisténcia que tém vindo a ser descritos. Assim,
considerando os possiveis mecanismos de resisténcia, este estudo focou-se numa das bombas
de efluxo do tipo resistance-nodulation-cell division que sao potencialmente expressas por esta

bactéria.

4.1. Analise bioinformatica da bomba de efluxo AreDEF

A superfamilia RND é uma das seis familias de bombas de efluxo, sendo que estao presentes
apenas em bactérias de Gram-negativo. Estas bombas correspondem a um complexo proteico
constituido por trés proteinas codificadas de um operao com trés genes: uma proteina de fusao,
uma proteina de membrana interna e uma proteina de membrana externa (Kumar and
Schweizer, 2005).

Pela analise de 22 genomas de A. butzleri, verificou-se a existéncia de 58 genes que codificam
para bombas de efluxos, sendo que alguns codificam para proteinas com semelhanca as da
superfamilia RND. Estes genes foram analisados e observou-se que alguns destes genes estao
organizados em operoes com homologia para transportadores de efluxo tipo RND (resultados do
grupo nao publicados). Um dos operdes em questao foi selecionado, sendo este constituido por
trés genes que codificam para trés proteinas da bomba de efluxo, o qual foi denominado de
AreDEF com cerca de 5670pb. Este operao contém o gene areD com 1137 pb, o gene areE com

3126pb e o gene areF com 1401pb.

Nesta analise foram usados dois softwares, SOSUI e TMHMM, para proceder a uma avaliacao da
localizacao e estrutura das proteinas que constituem esta potencial bomba de efluxo (Anexo I).
0 programa SOSUI foi desenvolvido de modo a avaliar a localizagao subcelular das proteinas em
bactérias de Gram-negativo (Link: http://harrier.nagahama-i-
bio.ac.jp/sosui/sosuigramn/sosuigramn_submit.html) (Imai et al., 2012). O programa TMHMM
foi desenvolvido para prever os elementos constitutivos das proteinas, como dominios
transmembranares (Link: http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/) (Krogh et al., 2001).

Assim, pela andlise através do programa informatico SOSUI, foi possivel prever a localizacao
das diversas subunidades que constituem a bomba de efluxo. Os resultados obtidos encontram-

se apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6: Resultados apresentados pelo programa SOSUI para a localizagcdo e tamanho de cada proteina
que constitui a bomba de efluxo AreDEF.

Proteinas Localizacao Tamanho (aminoacidos)
AreD Membrana Externa 378
AreE Membrana Interna 1041
AreF Membrana Externa 466

Pelo programa TMHMM, foi possivel realizar uma previsao da estrutura da proteina de interesse,
AreE (Figura 9).
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Figura 9: Estrutura prevista para a proteina AreE, pelo programa TMHMM, demonstrando a presenca 12
dominios transmembranares e dois loops entre os dominios 1-2 e 7-8.

Prevé-se assim que a proteina AreE contenha 12 dominios transmembranares e dois loops entre
os dominios 1-2 e 7-8, sendo que estes dois loops se encontraram a partida no espago
periplasmatico, dado que o software nao prevé a existéncia de duas membranas celulares. Esta

estrutura é caracteristica das bombas de efluxo do tipo RND (Kumar and Schweizer, 2005).

Os dados fornecidos pelos programas permitiram identificar a bomba de efluxo AreDEF de A.

butzleri como um potencial transportador da superfamilia RND.

4.2. Construcao dos mutantes

A construcao dos mutantes foi realizada através da mutagénese insercional, como foi referido
na seccao 3.4.. Como tal, foi necessario a construcao do fragmento que ira interromper o gene

areE e conferir resisténcia a um antibiotico, canamicina, para posterior selecao dos mutantes
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(Jeon et al., 2011). O gene areE é o gene codificante para a proteina transmembranar
responsavel pela selecdo dos diferentes substratos a serem extrudidos da bactéria, tal como o

gene cmeB de Campylobacter.

A primeira etapa consistiu na recuperacao da cassete aphA-3 presente no plasmideo pUC18-K2
de E. coli. Assim, realizou-se a extracdo do respetivo plasmideo através de um kit comercial,
sendo possivel verificar na Figura 10 a presenca da banda correspondente ao plasmideo situado

a aproximadamente 3500 pb, o que indicou que a extracao tinha sido bem sucedida.

= 3500 pb

pUC18-K2

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose na qual se encontra representado o resultado da extracao do
plasmideo pUC18-K2 de E. coli. (MM: Marcador molecular; pUC18-K2: plasmideo contendo a cassete aphA-
3).

De seguida, procedeu-se a digestao enzimatica do plasmideo com as enzimas de restricao BamHI
e Kpnl. O resultado foi comprovado numa eletroforese em gel de agarose (Figura 11), onde se
observou a presenca de trés bandas: uma primeira banda, mais fraca, correspondente ao
plasmideo nao digerido, a segunda banda ao plasmideo digerido e uma terceira banda
correspondente ao nosso produto de digestdo de interesse, a cassete aphA-3. Posteriormente,
realizou-se a purificacdo da banda correspondente a cassete de resisténcia a canamicina,

situada a cerca de 850 pb.
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= 850 pb

Figura 11: Eletroforese em gel de agarose dos produtos resultantes da digestao enzimatica do plasmideo
pUC18-K2 com as enzimas BamHI e Kpnl. (MM: Marcador molecular; 1-5: Produtos da digestao enzimatica
do plasmideo pUC18-K2; Circulo verde: representa o produto de interesse, a cassete aphA-3).

A segunda etapa consistiu na extracao do DNA genoémico da estirpe parental, a construcao dos
fragmentos homdlogos e ligacao destes fragmentos com a cassete, obtendo assim o fragmento

de DNA transformante.

Com a técnica de PCR e tendo o DNA gendmico das estirpes de A. butzleri DQ40A1 e AB28/11
como molde, foram amplificados fragmentos a jusante do codao de iniciacao e a montante do
codao stop do gene areE, com 335 e 345pb, respetivamente. Por Ultimo, e ainda através do
PCR, procedeu-se a juncao dos fragmentos com a cassete, formando o fragmento de DNA
transformante, que corresponde a cassete aphA-3 flanqueada pelos fragmentos homologos ao
gene arek, tendo aproximadamente 1500 pb. Na Figura 12 encontra-se representado, através
de uma eletroforese em gel de agarose, os produtos de PCR correspondentes ao fragmento A
(fragmento a jusante do codao de iniciacao), ao fragmento B (fragmento a montante do codao

de stop), a cassete aphA-3 e fragmento C (fragmento de DNA transformante), respetivamente.
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Figura 12: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR correspondentes a amplificacdo dos
fragmentos hibridizantes (fragmentos A e B) com a cassete aphA-3 e dos produtos de PCR de juncao dos
fragmentos hibridizantes com a cassete (fragmento C). (MM: Marcador molecular; 1: Fragmento A; 2:
Fragmento B; 3: Cassete aphA-3; 4: Fragmento C).

A terceira etapa correspondeu a transformacao natural. A transformacao natural caracteriza-
se pela incorporacdo espontanea de material genético exdgeno no genoma de células
competentes, podendo conferir-lhe vantagens, como resisténcia a maltiplos antibioticos (Sun,
2018). As estirpes de A. butzleri DQ40A1 e AB28/11 foram sujeitas a esta transformacao através
do fragmento de DNA transformante, como descrito na seccao 3.3. e 3.4.. Ao visualizar a placa
de meio seletivo ao fim de 5 dias de incubacao, observou-se o surgimento de diversas colonias
transformadas, duas coldnias da estirpe DQ40A1 e >100 coldnias da estirpe AB28/11 provando,

assim, que estas estirpes sao naturalmente transformaveis.

A quarta etapa consistiu na verificacao da incorporacao do fragmento no genoma dos mutantes
e na inativacao do gene areE nestes. Para comprovar a incorporacao do fragmento no genoma,
procedeu-se a amplificacdo da regido do genoma onde se situava o gene arekE, a partir do gDNA
das colonias presentes nas placas de meio seletivo (BA suplementado com canamicina).
Decorrido o PCR, os produtos foram sujeitos a uma eletroforese em gel de agarose, onde foi
possivel confirmar a substituicao do gene areE pelo fragmento de DNA transformante (Figura
13).
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Figura 13: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR correspondentes a amplificacao do gene
areE nas estirpes parentais e do fragmento de DNA transformante nos mutantes. (A: Estirpe DQ40A1; B:
Estirpe AB28/11; MM: Marcador molecular; 1A, 3A, 1B-3B: Fragmento amplificado do gDNA dos mutantes
com DNA concentrado; 2A e 4A: Fragmento amplificado do gDNA dos mutantes com DNA 10 vezes diluido;
5: Fragmento amplificado do gDNA das estirpes parentais, controlo positivo; 6: Controlo negativo da
reacao de PCR).

Na Figura 13 encontra-se representado o resultado da eletroforese em gel de agarose dos
produtos de PCR, onde se verifica que as duas colonias mutadas da estirpe A. butzleri DQ40A1
e as trés colonias mutadas da estirpe AB28/11 incorporaram o fragmento com a cassete de
resisténcia a canamicina, visto o tamanho do fragmento amplificado ser de aproximadamente

1500 pb, o que corresponde ao tamanho do fragmento de DNA transformante.

Finalmente, foi verificado se o gene areE deixou de ser expresso através da técnica de RT-PCR,
onde se utiliza o RNA mensageiro para sintetizar cDNA e posteriormente, realizar o PCR para
comprovar a inativacao do gene e consequente falta de expressao. Assim, realizado o RT-PCR,
os produtos foram sujeitos a eletroforese em gel de agarose (Figura 14), onde se comprovou a

nao expressao do gene arekE.
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Figura 14: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de RT-PCR das estirpes parentais dos mutantes.
(A: Estirpe DQ40A1; B: Estirpe AB28/11; MM: Marcador molecular; 1: cDNA amplificado das estirpes
parentais, controlo positivo; 2: cDNA amplificado dos mutantes; 3: Controlo negativo da reacao de PCR).

Conclui-se, assim, que os mutantes obtidos contém a interrupcao do gene areE, sendo
denominados de DQ40A1AareE e AB28/11AareE.

4.3. Efeito da delecao do gene areE no crescimento bacteriano

O crescimento bacteriano pode ser afetado por diversos fatores, como a delecao de um gene
responsavel pela expressdao de uma bomba de efluxo (Srinivasan et al., 2015). Como tal, de
modo a avaliar o efeito da interrupcdao do gene areE no crescimento bacteriano, foram
realizadas as curvas de crescimento para as estirpes de A. butzleri DQ40A1 e AB28/11 parentais

e respetivos mutantes, que estao representadas na Figura 15.
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Figura 15: Curvas de crescimento das estirpes de A. butzleri DQ40A1 e AB28/11 parentais e respetivos
mutante. (A: Estirpes DQ40A1 e DQ40A1AareE; B: Estirpes AB28/11 e AB28/11AareE).

Pela interpretacao dos graficos A e B (Figura 15) e pela comparacao das curvas de crescimento,
verifica-se que os perfis de crescimento de ambas as estirpes, nativa e mutada, se encontram
praticamente sobreponiveis até aproximadamente as oito horas, observando-se depois
pequenas diferencas até as 24 horas, sendo que na estirpe AB28/11AareE verifica-se uma
diminuicdo do crescimento das oito as 24 horas em comparacdo a nativa, sem diferenca

significativa.

O comportamento da estirpe A. butzleri DQ40A1 e do mutante DQ40A1AareE é concordante
com o descrito para Stenotrophomonas maltophilia. Num estudo realizado a esta bactéria foi
possivel verificar que a estirpe que possuiam uma mutacdo no gene smeH que codifica a
proteina transportadora da bomba de efluxo SmeGH do tipo RND, nao demostrou

comprometimento no seu crescimento (Blanco, Corona and Martinez, 2019).

Estes perfis de crescimento bacteriano similares entre estirpe parental e mutante comprovaram
que a delecao do gene areE nao afeta o crescimento bacteriano. Assim, os resultados que
vieram a ser observados posteriormente dever-se-ao unicamente a um efeito da mutacao e nao

a uma modificacao do perfil de crescimento da estirpe.
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4.4. Avaliacdao da competicdo entre as estirpes de Arcobacter

butzleri parental e mutante

O ensaio de competicao entre os pares de estirpes parentais e mutantes tem como finalidade
descrever o que ocorre no meio ambiente, onde existem uma diversidade de células que
competem entre si pelos nutrientes necessarios a sua sobrevivéncia (Morgan and Steiglitz,
2003). Este ensaio tem como objetivo perceber se a delecao do gene arek ira influenciar na
sobrevivéncia dos mutantes aquando da sua competicdo com a estirpe nativa, interferindo na
capacidade de adquirir nutrientes e outras substancias do meio extracelular para o bom

funcionamento e crescimento das bactérias.

O custo relativo é calculado pela razao do parametro Malthusian da estirpe mutante pelo da
estirpe parental. Esta formula consiste na razdo entre o logaritmo neperiano das UFC/mL
resistentes as 24 horas sobre as UFC/mL resistentes as zero horas e o logaritmo neperiano das
UFC/mL suscetiveis as 24 horas sobre as UFC/mL suscetiveis as zero horas. Um custo relativo
de um indica nenhum custo de robustez, enquanto que um valor superior ou inferior a um indica

robustez aumentada ou diminuida, respetivamente (Ferreira et al., 2018).

1.51

Custo Relativo

Figura 16: Representacao grafica do custo relativo para as estirpes A. butzleri DQ40A1 e AB28/11. Analise
estatistica realizada pelo teste t-student. Os dados apresentados correspondem a média e aos desvios
padrées de pelo menos trés ensaios independentes. Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente
significativas em relacdo a um custo relativo fixo de um (linha horizontal); ** p < 0,01.

O custo relativo dos mutantes em funcao da respetiva estirpe parental para A. butzleri DQ40A1
e AB28/11 foi comparado com o valor fixo de um (Figura 16). Sendo que se observou que a
DQ40A1AareE nao apresentou um custo relativo a estirpe DQ40A1. Contudo, para a estirpe
AB28/11AareE verificou-se que foi significativamente superada pela AB28/11, visto ter um
custo relativo inferior a um, ou seja, a sua robustez foi diminuida. Este resultado vai ao

encontro dos perfis observados nas curvas de crescimento da estirpe mutada e parental.
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O comportamento da estirpe A. butzleri AB28/11AareE é concordante com os resultados de um
estudo, onde se descreve que a disrupcao do sistema de efluxo AcrAB-TolC em Enterobacter

cloacae reduz tanto a aptidao bacteriana como a viruléncia no hospedeiro (Pérez et al., 2012).

4.5. Efeito da delecao do gene areE na tolerdncia ou resisténcia

a agentes antimicrobianos

A resisténcia a varios agentes antimicrobianos tem sido relacionada com bombas de efluxo
presentes nas membranas das bactérias, que serao responsaveis pela extrusao desses agentes
e impedindo, assim, que estes atuem na bactéria (Blair et al., 2015). Para avaliar a funcao da
bomba de efluxo AreDEF na multirresisténcia, foram determinadas as concentracdées minimas
butzleri DQ40A1 e AB28/11 e dos respetivos mutantes. Esta avaliacao permite averiguar, por
comparacao dos valores obtidos de CMI, se a delecdo do gene areE apresenta influéncia sobre

a resisténcia das estirpes em estudo.
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DQ40A1 e AB28/11 nativas e respetivos mutantes.

Agente Antimicrobiano Estirpes de Arcobacter butzleri
DQ40A1 DQ40A1AareE | AB28/11 AB28/11AareE
Ampicilina 4 4 256 256
Cefalexina 64 64 256 128
Cefotaxima 8 8 32 16
Amoxicilina 4 4 64 64
Gentamicina 1 1 2 1
Canamicina 2 256 4 256
Estreptomicina 2 2 8 4
Acido nalidixico 16 16 >256 >256
Ciprofloxacina 0,03 0,03 16 16
i Levofloxacina 0,06 0,06 64 32
Moxifloxacina 0,06 0,06 64 64
(ug/mL) —
Tetraciclina 1 1 8 2
Doxiciclina 0,25 0,25 4 2
Eritromicina 2 2 16
Claritromicina 2 2 16
Cloranfenicol 8 8 32 32
Colato de sodio 4 4 >32 32
Desoxicolato de sodio 16 16 32 32
Clorexidina 1 1 2 2
Cloreto de benzalcdnio 8 8 32 16
Acriflavina 8 8 32 32
Brometo de etidio 8 8 64 64

Nota: Resultados apresentados a negrito e sombreado indicam um aumento ou diminuicao do valor das
CMI entre a estirpe parental e nativa.

Analisando os valores obtidos para CMI dos diferentes agentes em estudo (Tabela 7), observa-
se um aumento acentuado desta para a o antibiotico aminoglicosideo, a canamicina, em ambas
as estirpes, DQ40A1 e AB28/11, com a CMI da mutada a aumentar 128 e 64 vezes em relacao a
parental, respetivamente. Este aumento teve como origem a insercao da cassete aphA-3,

aquando da construcao dos mutantes.

Relativamente a estirpe de A. butzleri DQ40A1, verificou-se que ndo ocorreu alteracao do perfil
fenotipico de resisténcia aos antibidticos quando se inativa o gene areE, visto nao se verificarem
alteracdes dos valores das CMIs entre estirpe nativa e mutada. Esta observacdo pode levar a
sugestao de que a bomba de efluxo estudada nao sera a Unica envolvida no efluxo destas

substancias para o meio extracelular.
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Em relacdo a estirpe AB28/11 é possivel observar alteracdes para valores inferiores nas CMIs de
alguns agentes antimicrobianos. Quanto aos antibidticos, pode observar-se uma diminuicao na
tolerancia/resisténcia a cefalexina (duas vezes), cefotaxima (duas vezes), a gentamicina (duas
vezes), a estreptomicina (duas vezes), a levofloxacina (duas vezes), a tetraciclina (quatro
vezes), a doxiciclina (duas vezes), a eritromicina (duas vezes) e a claritromicina (duas vezes)
para a estirpe mutada quando comparada a estirpe nativa. Quanto aos sais biliar, observa-se
apenas a diminuicdo da CMI do colato de sddio, e para os desinfetantes a estirpe mutada tornou-
se mais suscetivel ao cloreto de benzalconio. Nos restantes agentes testados, o perfil fenotipico

de resisténcia a antimicrobianos nao sofreu alteracao.

O papel das bombas de efluxo do tipo RND, destaca-se como um sistema de resisténcia a
multiplos antimicrobianos em bactérias Gram-negativo, estando associadas a resisténcia
intrinseca ou adquirida. Assim, esta descrito que as bombas de efluxo desta familia transportam
uma diversos substratos, incluindo antibidticos, corantes, detergentes (Blair and Piddock,
2009). De facto, as alteracdes observadas nos valores de CMI e a diversidade de possiveis
substratos para A. butzleri AB28/11 quando comparada com o seu mutante, encontra-se dentro
do descrito para outras bactérias de Gram-negativo. Por exemplo, o transportador AbeD
encontra-se associado a uma bomba de efluxo da superfamilia RND em Acinetobacter baumannii
e apresenta homologia com outros transportadores de bombas de efluxo, como AcrD de E. coli
e Salmonella enterica. Num estudo relativamente a delecao do gene abeD em A. baumannii,
comparando os antibioticos testados em comum com o presente trabalho, verificou-se a
diminuicdo da CMI para os antibidticos eritromicina e gentamicina (Srinivasan et al., 2015). No
entanto, no estudo da delecao ao gene abuO, observou-se uma diminuicao da CMI para a
amoxicilina, ampicilina, ciprofloxacina, cloranfenicol, acido nalidixico e estreptomicina, sendo
que nao se verificou alteracdo na CMI para os antibioticos gentamicina, canamicina e
tetraciclina (Srinivasan, Vaidyanathan and Rajamohan, 2015), sendo apenas a diminuicao

observada para a estreptomicina em AB28/11AareE concordante com este estudo.

A bomba CmeABC pertence a classe da superfamilia RND e encontra-se expressa em
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, entre outras, estando envolvida no transporte de
efluxo de diversas substancias. Num teste realizado a bomba de efluxo CmeABC de C. jejuni,
onde se construiram mutantes no gene cmeB foi verificado um aumento da suscetibilidade a
ciprofloxacina, acido nalidixico, cefotaxima, ampicilina, eritromicina, tetraciclina,
cloranfenicol, gentamicina, brometo de etidio e sais biliares, comprovando o papel desta
bomba na resisténcia intrinseca a varios agentes antimicrobianos (Lin, Michel and Zhang, 2002).
Comparando este estudo em C. jejuni com os resultados neste trabalho com A. butzleri,
verifica-se uma concordancia com os dados que dizem respeito a estirpe A. butzleri AB28/11
relativamente a cefotaxima, gentamicina, tetraciclina, eritromicina e sais biliares, visto
verificar-se diminuicao da CMI, sugerindo que a bomba de efluxo AreDEF desempenha um papel

na resisténcia a estes agentes antimicrobianos. No entanto, quando se analisam os resultados
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para a estirpe A. butzleri DQ40A1 nao parece haver uma intervencao da bomba de efluxo

AreDEF na resisténcia aos agentes antimicrobianos testados.

Assim, apesar de se poder relacionar a bomba de efluxo AreDEF com o efluxo de alguns
antibidticos, do colato de sodio e do cloreto de benzalconio no que diz respeito a estirpe de A.
butzleri AB28/11, o mesmo nao foi verificado em A. butzleri DQ40A1. A variacao observada
pode estar associada ao facto da resisténcia intrinseca ou expressao basal de AreDEF em A.
butzleri AB28/11 ser superior a A. butzleri DQ40A1. Assim, foi verificando neste estudo que o
sistema de efluxo através da bomba AreDEF é mais eficaz no caso da estirpe A. butzleri
AB28/11.

4.6. Efeito da delecdo do gene areE nas caracteristicas de

viruléncia de Arcobacter butzleri

A presenca de bombas de efluxo confere resisténcia a agentes antimicrobianos, mas também
pode estar relacionada com outros mecanismos de acao que poderao afetar a sobrevivéncia da
bactéria. Foi descrito que a delecdo ou a sobreexpressao de bombas de efluxo pode levar ao
comprometimento do crescimento bacteriano e robustez das estirpes (Alcalde-Rico et al.,
2016). A alteracao da constituicio da membrana celular das bactérias, pode influenciar a
hidrofobicidade e motilidade, os quais podem influenciar a viruléncia e capacidade de formacéo
de biofilmes (Lin et al., 2015). A sobrevivéncia das bactérias em ambiente com substancias
toxicas (como peroxido de hidrogénio) e em ambiente com elevadas concentracdes de sais
(como cloreto de sodio), levou ao estudo de mecanismo que possam estar envolvidos na
resisténcia, surgindo as bombas de efluxo como transportador dessas substancias (Lin et al.,
2015; Alcalde-Rico et al., 2016).

4.6.1.Determinacdo do efeito da delecao do gene areE de Arcobacter

butzleri na motilidade e hidrofobicidade

A delecao do gene relativo a bomba de efluxo areDEF podera levar a alteracao de certas
caracteristicas, como a constituicio da membrana celular e, consequente, alteracdo da sua
motilidade no meio ambiente e hospedeiros (Webber et al., 2009). A fim de avaliar estas

carateristicas, as estirpes parentais e respetivas mutantes foram sujeitas a testes de motilidade
e de hidrofobicidade.

4.6.1.1. Avaliacao da motilidade

A motilidade encontra-se frequentemente associada a sobrevivéncia e disseminacdo no
ambiente (Ferreira et al., 2018). Por este motivo, a motilidade foi avaliada nas estirpes
parentais e mutadas de forma a verificar se a sua migracao foi ou nao afetada pela alteracao

de um gene no seu genoma, o gene arek.
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Tabela 8: Diametro da motilidade (em mm) das estirpes parentais de A. butzleri DQ40A1 e AB28/11 e
respetivos mutantes, as 24 e 48 horas de incubacao (média + desvio padrao).

Estirpes de Arcobacter butzleri
DQ40A1 | DQ40A1AareE | AB28/11 | AB28/11AareE
24 horas 17,15+3,16 | 18,11£3,96 [ 22,51+0,88 [ 20,85+2,65
48 horas 32,63+3,38 | 33,72+#2,54 | 34,74+1,70 | 28,27+3,11

Motilidade (mm)

Comprova-se que para a estirpe A. butzleri DQ40A1AareE nao ocorreu uma alteracao
significativa na motilidade em comparacao com a sua estirpe nativa (Tabela 8). O mesmo nao
se verificou na estirpe A. butzleri AB28/11AareE, visto o diametro da sua migracao ter sofrido
uma diminuicao em relacdo a parental. No entanto, através do teste t-student, estas variacoes
nos diametros de migracdo ndo representam diferencas estatisticas significativas quando
comparando entre as estirpes mutadas e nativas (p > 0,05), com a excecao da estirpe
AB28/11AareE em comparacao a sua estirpe nativa correspondente para o tempo 48 horas (p =
0,0341).

O comportamento observado para a estirpe A. butzleri AB28/11 mostrou ser semelhante ao
descrito em Acinetobacter baumannii, onde se verificou que a migracao da estirpe com a
delecao do gene abeD era inferior a migracao da estirpe nativa (Srinivasan et al., 2015). Este
comportamento também foi relatado em Salmonella enterica que, na auséncia do componente
AcrB pertencente a bomba de efluxo da classe RND, levou a uma diminuicdo da motilidade,
devido a diminuicao da expressao de genes que codificam para o flagelo (Webber et al., 2009).
Em Pseudomonas aeruginosa verificou-se da mesma forma que a delecdo do sistema MexAB-
OprM levou a uma consequente diminuicdo da motilidade e neste caso também devido a

diminuicao da producao de flagelo (Alcalde-Rico et al., 2016).

Contudo, esta tendéncia de reducao da motilidade nao se verifica em todas as situagdes. Num
outro estudo em Acinetobacter baumannii, demonstrou-se que aquando da delecao de um gene
correspondente a um componente de fusdo de membrana periplasmatica, arpA, do sistema de
efluxo do tipo RND, ou a delecao de um gene que codifica um transportador de membrana,
arpB, para o mesmo sistema, os resultados comprovaram um aumento de motilidade de ambos

os mutantes (Tipton, Farokhyfar and Rather, 2017).

4.6.1.2. Avaliacao da hidrofobicidade celular

Como a delecao de um gene correspondente a bomba de efluxo leva a alteracao da composicdo
da membrana celular, o que pode afetar a hidrofobicidade celular e, consequentemente, a
capacidade de adesdo/viruléncia da bactéria, procedeu-se neste trabalho a avaliacdo da
hidrofobicidade celular das estirpes de A. butzleri DQ40A1 e AB28/11 e respetivos mutantes,

cujos resultados sao apresentados na Figura 17.
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Figura 17: Representacao grafica das percentagens de hidrofobicidade para as estirpes de A. butzleri
DQ40A1 e AB28/11 parentais e respetivos mutantes. (A: Estirpes DQ40A1 e DQ40A1AareE; B: Estirpes
AB28/11 e AB28/11AareE). Analise estatistica realizada pelo teste t-student. Os dados apresentados
correspondem a média e aos desvios padroes de trés experiéncias independentes. Os asteriscos indicam
diferencas estatisticamente significativas na comparacao da estirpe mutada com a parental; ** p < 0,01 e
**** p < 0,0001.

Interpretando os resultados obtidos pela avaliacao da hidrofobicidade das células de A. butzleri
correspondente a estirpe DQ40A1, verifica-se que a estirpe mutada (=20%) apresentou uma
percentagem de hidrofobicidade inferior em comparacao a estirpe nativa (=35%) (Figura 17A).
No entanto, o contrario foi observado para A. butzleri AB28/11, onde a estirpe mutada (=10%)
apresentou percentagens de hidrofobicidade superiores a estirpe nativa (=6%) (Figura 17B).
Analisando estatisticamente os valores obtidos pelo teste t-student, os resultados obtidos para
ambos os mutantes demonstram diferenca estatistica significativa em relacao a estirpe parental
correspondente. Esta diferenca de resultados pode estar associada ao perfil fenotipico de cada
estirpe, ou mesmo ter por base as diferencas de hidrofobicidade encontradas nas estirpes

parentais e por sua vez a mutacao podendo influenciar este parametro de forma diferente.

Os resultados da hidrofobicidade das estirpes sao concordantes com a tendéncia obtida para os
ensaios de motilidade. A estirpe A. butzleri DQ40A1AareE sofreu uma diminuicdao da
percentagem de hidrofobicidade, levando ao aumento da hidrofobicidade celular, tornando-se
estas mais difusas no meio e, consequentemente, levando a uma maior migracao destas.
Contudo, o contrario foi observado na estirpe AB28/11AareE. Neste par de estirpes verificou-
se um aumento da hidrofobicidade quando comparando a estirpe mutante com a parental e,

assim, uma diminuicao do diametro da migracao das bactérias no meio.

Num estudo realizado envolvendo a bomba SmeYZ de Stenotrophomonas maltophilia, onde os
investigadores deletaram esta bomba, foi observado um aumento de hidrofobicidade nos

mutantes. Os autores especulam que a causa pode dever-se a uma substancia nao identificada,
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que é um substrato fisiologico da bomba SmeYZ, que atua como matriz extracelular afetando

a hidrofobicidade da superficie bacteriana (Lin et al., 2015).

4.7. Determinacdo do efeito da delecdo do gene areE em

Arcobacter butzleri na sobrevivéncia a condicées adversas

De forma a avaliar se a interrupcao do gene areE ira afetar a sobrevivéncia da estirpe aquando
da sua presenca em ambiente adversos, foram realizados diversos testes considerando

diferentes tipos de stress, como oxidativo, osmotico, biliar e na presenca dum desinfetante.

4.7.1.Stress oxidativo

Aquando do contacto entre as bactérias e espécies reativas de oxigénio, estes irdo causar danos
a nivel do DNA, RNA, as proteinas, lipidos e membranas celulares. O radical livre podera
interagir com aminoacidos e proteinas, reagindo na cadeia lateral, onde tem como alvo
preferencialmente a cisteina, histidina, triptofano, metionina e fenilalanina, levando
consequentemente a perda de atividade enzimatica, alteracdes no transporte ativo através das
membranas celulares e morte celular (Barreiros, David and David, 2006). Um dos compostos
mais utilizados para a avaliacao do efeito do stress oxidativo é o peroxido de hidrogénio, que
dara origem ao radical hidroxilo e, recentemente, a menadiona que dara origem ao radical
superoxido (Kim, Sohn and Jin, 2011). Assim, devido a existéncia de diferentes espécies reativas
de oxigénio realizou-se o estudo para avaliar qual destas espécies sera mais prejudicial para as

bactérias, sendo os resultados apresentados na Figura 18.
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Figura 18: Representacao grafica das zonas de inibicao para as estirpes de A. butzleri DQ40A1 e AB28/11
parentais e respetivos mutantes, na presenca de diferentes concentracées de perdxido de hidrogénio, 3,
10 e 30 %. (A: Estirpes DQ40A1 e DQ40A1AareE; B: Estirpes AB28/11 e AB28/11AareE). Analise estatistica
realizada pelo teste t-student. Os dados apresentados correspondem a média e aos desvios padroes de
pelo menos trés experiéncias independentes.
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Pela observacao dos graficos representados na Figura 18, é possivel verificar que na estirpe A.
butzleri DQ40A1AareE nao se verificou alteracao da zona de inibicdo em comparacdao com a
estirpe parental (Figura 18A). Na estirpe A. butzleri AB28/11AareE também nao foi verificada
uma diferenca significativa na zona de inibicdo, quando comparada a estirpe nativa (Figura
18B).

Em Acinetobacter baumanni, foi comprovado a importancia do transportador AbeD no stress
oxidativo devido ao aumento da suscetibilidade dos mutantes (delecao do gene abeD) a este
stress, quando comparado com a estirpe nativa (Srinivasan et al., 2015). Também num estudo
efetuado em C. jejuni foi possivel observar que aquando da delecao do gene cmeG, a estirpe
demonstrou um aumento da zona de inibicdo, compativel com um aumento da suscetibilidade
ao peroxido de hidrogénio. O mecanismo implicito pelo gene cmeG na contribuicdo para a
resisténcia ao stress oxidativo em Campylobacter ainda nao é conhecido, mas postula-se que
contribua para o processo de desintoxicacao por extrusao de metabolitos téxicos. No entanto,
com a delecdo do gene cmeH, pertencente a familia MFS, foi comprovado que a resisténcia ao

stress oxidativo nao foi afetada (Jeon et al., 2011).

Os resultados obtidos neste trabalho para as estirpes de A. butzleri DQ40A1 e AB28/11 estao
de acordo com os resultados obtidos para a delecao do gene cmeH, levando a conclusao de que
a bomba de efluxo AreDEF ndo tem um papel na resisténcia ao stress oxidativo induzido por

peroxido de hidrogénio.

Como referido anteriormente, o stress oxidativo também pode ser induzido por menadiona.
Assim, foi importante a realizacdo deste ensaio de modo a comprovar ou excluir o possivel
papel da bomba de efluxo em estudo na sobrevivéncia das bactérias a diferentes espécies
reativas de oxigénio. Observando o grafico correspondente a estirpe de A. butzleri DQ40A1
(Figura 19A), conclui-se que nao houve alteracao na suscetibilidade da estirpe mutante na
presenca de diversas concentracbes de menadiona. Contudo, é possivel verificar que para a
estirpe AB28/11 a bomba de efluxo tem um papel significativo na resisténcia das bactérias ao
stress causado por menadiona (Figura 19B), devido ao aumento da suscetibilidade observada no
ensaio, resultado este que vai de encontro ao observado em Stenotrophomonas maltophilia,

aquando da delecéo do transportador SmeH (Blanco, Corona and Martinez, 2019).

Este aumento de suscetibilidade pode levar a hipotese de que a bomba de efluxo AreDEF possa
ter uma maior afinidade para a espécie reativa de oxigénio produzida pela menadiona, o radical
aniao superoxido, do que para ao radical hidroxilo produzido a partir do peroxido de hidrogénio,
podendo estar associado ao facto de que os radicais apresentam diferencas nas cargas, ou seja,

o radical anido superdxido tem carga negativa e o radical hidroxilo ndo apresentar carga.
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Figura 19: Representacao grafica das percentagens de sobrevivéncia para as estirpes de A. butzleri
DQ40A1 e AB28/11 parentais e respetivos mutantes, na presenca de diferentes concentracoes de
menadiona, 0, 10, 20 e 30 pg/mL. (A: Estirpes DQ40A1 e DQ40A1AareE; B: Estirpes AB28/11 e
AB28/11AareE). Analise estatistica realizada pelo teste t-student. Os dados apresentados correspondem
a média e aos desvios padroes de pelo menos trés experiéncias independentes. Os asteriscos indicam
diferencas estatisticamente significativas na comparacao da estirpe mutada com a parental; * p < 0,05 e
**p<0,01.

4.7.2.Stress osmotico

0 stress osmotico ocorre quando a concentracdo de solutos no meio € superior a concentracao
no interior da célula bacteriana, provocando a desidratacdo desta e a reducdo do volume
citoplasmatico e celular (Santos Junior and B. Gomes, Albério, 2012). Assim, neste estudo,
utilizaram-se diferentes concentracoes de NaCl (0,075 e 0,15 M) para avaliar o crescimento das

estirpes e respetivos mutantes, tendo-se obtido os resultados apresentados na Figura 20.
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Figura 20: Representacao grafica das percentagens de sobrevivéncia para as estirpes de A. butzleri
DQ40A1 e AB28/11 parentais e respetivos mutantes, na presenca de diferentes concentracoes de cloreto
de sadio, 0,075 e 0,15 M. (A: Estirpes DQ40A1 e DQ40A1AareE; B: Estirpes AB28/11 e AB28/11AareE).
Andlise estatistica realizada pelo teste t-student. Os dados apresentados correspondem a média e aos
desvios padroes de pelo menos trés experiéncias independentes. Os asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas na comparacao da estirpe mutada com a parental; *** p < 0,001.

Pela representacéo grafica do efeito das diferentes concentracdes cloreto de sodio na estirpe
de A. butzleri DQ40A1 (Figura 20A), nao se verificam alteracdes significativas quando

comparada a estirpe mutada e a estirpe nativa. Na estirpe de A. butzleri AB28/11 (Figura 20B),
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verificou-se que a suscetibilidade da estirpe mutada aumentou para a concentracao de 0,15 M

quando comparada com a estirpe nativa.

Um estudo efetuado em Acinetobacter baumannii, comprovou que a delecao do gene abeD
provoca um aumento da suscetibilidade na presenca de condicdes de stress osmético, levando
a concluir que AbeD apresenta um papel importante na tolerancia a este stress (Srinivasan et
al., 2015). Também o gene abuO de A. baumannii foi relacionado com a protecao das bactérias

contra o stress osmotico (Srinivasan, Vaidyanathan and Rajamohan, 2015).

O resultado observado neste trabelho em A. butzleri AB28/11 foi concordante com o do estudo
em A. baumannii, levando a concluir um possivel papel da bomba de efluxo AreDEF na protecédo

das bactérias contra o stress osmotico.

4.7.3.Stress biliar

Devido a vasta distribuicdo de Arcobacter spp., uma das suas possiveis vias de transmissdo é a
ingestao de alimentos e aguas contaminados (Ferreira et al., 2016), podendo colonizar o trato
intestinal, como C. jejuni que coloniza e prolifera no intestino bovino. No entanto, estes
microrganismos encontram-se expostos a varios fatores toxicos, como os sais biliares. Assim,
para a sua sobrevivéncia nesse ambiente, as bactérias necessitam de tolerar os efeitos

provocados por este agente antimicrobiano (Fox et al., 2007).

A bilis é uma secrecéo digestiva, com uma constituicdo complexa, rica em lipidos (colesterol,
fosfolipidos e acidos biliares) e pobre em proteinas (imunoglobulinas), produzida no figado e
armazenada na vesicula biliar, para posterior libertacdo no intestino, pelo ducto biliar. Os
acidos biliares sao moléculas de natureza anfipatica, sendo considerados detergentes,
possuindo uma atividade antimicrobiana (Gunn, 2000). Estas moléculas podem destabilizar as
membranas celulares e representam um stress ao qual as bactérias que infetam o trato

intestinal tém de enfrentar (Fox et al., 2007).

Como referido anteriormente, as bombas de efluxo do tipo RND foram descritas como tendo
um papel no transporte de sais biliares (Kumar and Schweizer, 2005) e, considerando isto,
procedeu-se ao estudo do papel da bomba em estudo, AreDEF, no stress causado pelo extrato
biliar, que tem como objetivo representar o stress a que A. butzleri pode estar sujeito no caso
de infecao intestinal. Assim, para avaliar o papel da bomba de efluxo AreDEF neste stress
utilizaram-se diferentes concentracdes de extrato biliar (0,25, 0,5 e 1 %) para avaliar o
crescimento das estirpes e respetivos mutantes, cujo os resultados obtidos encontram-se

apresentados na Figura 21.
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Figura 21: Representacao grafica das percentagens de sobrevivéncia para as estirpes de A. butzleri
DQ40A1 e AB28/11 e respetivos mutantes, na presenca de diferentes concentracoes de extrato biliar,
0,25, 0,5 e 1 %. (A: Estirpes DQ40A1 e DQ40A1AareE; B: Estirpes AB28/11 e AB28/11AareE). Analise
estatistica realizada pelo teste t-student. Os dados apresentados correspondem a média e aos desvios
padrées de pelo menos trés experiéncias independentes. Os asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas na comparacao da estirpe mutada com a parental; ** p < 0,01 e *** p <
0,001.

Ambos os mutantes demonstraram ser suscetiveis ao extrato biliar (Figura 21 A e B),
apresentando uma diferenca significativa nas trés diferentes concentracoes testadas, quando

comparados mutantes com as estirpes parentais.

Em C. jejuni observou-se um aumento da expressao da bomba CmeABC em resposta a presenca
de sais biliares, pela inativacdo de CmeR, como referido anteriormente (Fox et al., 2007;
Matsuo et al., 2014). Como tal, o contrario foi observado neste teste, visto o operao de AreDEF
ter sido interrompido no gene areE, e assim, nao ser possivel a expressao de uma das trés

subunidades da bomba de efluxo, diminuindo a resisténcia a sais biliares.

Como verificado anteriormente no ensaio da determinacdo das concentracdes minimas
entanto, o extrato biliar ndo contém apenas os dois sais biliares estudados, mas um conjunto,
o que leva a uma representacao mais correta da realidade. Assim, a utilizacao neste estudo,
de extrato biliar confere-lhe um maior grau de semelhanca ao ambiente a que a bactéria esta
sujeita aquando da infecao no hospedeiro do que o observado na utilizacao isolada de cada sal
biliar, como foi realizado na determinacao da CMI. Os resultados indicam que a bomba de efluxo
AreDEF pode ser relevante para a colonizacao e proliferacao de A. butzleri no sistema

gastrointestinal do hospedeiro, visto a bilis ser uma linha de defesa do hospedeiro.

4.7.4. Efeito da cloroexidina
Os desinfetantes sdao usados extensivamente em hospitais, instalacdées de processamento
alimentar, pelo publico em geral, entre uma variedade de outras aplicacdes. De facto, o

aumento da preocupacao sobre o potencial de contaminacao microbiana e riscos de infecao,
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levaram ao aumento do uso de desinfetantes pelo publico em geral, e por sua vez a um aumento

de resisténcia a biocidas (McDonnell and Russell, 2001).

A resisténcia bacteriana de A. butzleri a desinfetantes foi relatada num trabalho em
matadouros. A. butzleri mostrou ser capaz de sobreviver a 5% de etanol em cultura e quando
ligado a superficies de aco inoxidavel (Ferreira et al., 2016). Num outro estudo, 31 de 32
isolados de A. butzleri de matadouro apresentaram uma CMI de 0,5% de hipoclorito de soédio
correspondente a 500 ppm de cloro ativo, que € a solucdo de trabalho maxima recomendada
para este biocida e que a menor concentracao de trabalho de cloreto de sodio (0,2%) ndo teve
efeito letal sobre A. butzleri, mesmo apds 20 h de exposicao (Rasmussen et al., 2013). Os
resultados destes trabalhos vém comprovar a resisténcia de Arcobater butzleri a desinfetantes.
Como as bombas de efluxo podem também ter um papel na extrusao de biocidas, pretendeu-
se avaliar neste trabalho o papel do sistema AreDEF na sobrevivéncia de estipes de A. butzleri
parentais e mutantes a cloroexidina, um desinfetante vulgarmente usado como um produto de
limpeza em matadouros e queijarias (Rasmussen et al., 2013; Ferreira et al., 2016) e como

antissépticos a nivel cutaneo (Li, Nijhawan and Srivastava, 2019).
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Figura 22: Representacdo grafica das percentagens de sobrevivéncia para as estirpes de A. butzleri
DQ40A1 e AB28/11 e respetivos mutantes, na presenca de diferentes concentracdes de cloroexidina, Vax
e %x da CMI. (A: Estirpes DQ40A1 e DQ40A1AareE; B: Estirpes AB28/11 e AB28/11AareE). Analise
estatistica realizada pelo teste t-student. Os dados apresentados correspondem a média e aos desvios
padrées de pelo menos trés experiéncias independentes. Os asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas na comparacao da estirpe mutada com a parental; * p < 0,05.

Pela analise dos graficos (Figura 22) é possivel verificar uma tendéncia de aumento de
suscetibilidade por delecao do gene areE, no entanto sé se observou uma diferenca significativa
para a estirpe A. butzleri DQ40A1 e seu mutante, para a concentracao de 0,25 pg/mL de
cloroexidina (Figura 22B). Ainda que possam existir indicios acerca do papel da bomba de efluxo
areDEF na resisténcia a cloroexidina, os resultados nao sao conclusivos. Sistemas de efluxo da
familia RND foram ja descritos como tendo um papel na extrusdao e sobrevivéncia a este
desinfetante, sendo que em A. baumannii a delecao da bomba AbuO leva a uma aumento da

suscetibilidade (Srinivasan, Vaidyanathan and Rajamohan, 2015).
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Assim, estes resultados sugerem que a bomba de efluxo AreDEF nao apresenta um papel

significativo na resisténcia ao desinfetante cloroexidina.
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Capitulo 5 - Conclusdes

Arcobacter butzleri € uma das espécies pertencentes ao género Arcobacter, género esse que
se encontra inserido na familia Campylobacteraceae. Esta é uma bactéria vastamente
distribuida em diversos ambientes, estando o consumo de alimentos e aguas contaminadas
descrito como uma das potenciais vias de transmissao e esta associada a enterites, bacteremias
e septicemias. Ao longo dos anos, tem-se comprovado que a resisténcia a agentes
antimicrobianos tem vindo a aumentar, o que pode levar a que a administracao de antibidticos
seja inadequada ou ineficaz em tratamentos de infecdes, onde A. butzleri nao se apresenta
como excecao. A resisténcia aos agentes antimicrobianos pode ser associada a diversos
mecanismos sendo a presenca de bombas de efluxo um deles, tornando-se um alvo de estudo.
Desta forma, o trabalho apresentado teve como objetivo avaliar o papel da bomba de efluxo

AreDEF na resisténcia e viruléncia bacteriana em A. butzleri.

Este trabalho comecou pela realizacao de uma analise bioinformatica para a selecao do gene
da bomba de efluxo AreDEF. A analise bioinformatica indicou que o operao que codifica essa
bomba apresenta trés genes que codificam para trés subunidades: o gene areD e o gene areF
que foram identificados para a expressdo de proteinas de membranas externa e o gene areE
que codifica a proteina de membrana interna. Esta analise confirmou ainda que a bomba de
efluxo AreDEF de A. butzleri como sendo um potencial transportador da superfamilia
resistance-nodulation-cell division. De seguida, procedeu-se a uma avaliacao do
comportamento de estirpes de A. butzleri aquando da delecao do gene areE, perante o seu

perfil de resisténcia e viruléncia.

O primeiro objetivo consistiu na construcdo de mutantes na qual o gene codificante para a
proteina de membrana interna, areE, foi interrompido. Esta delecdo foi realizada em duas
estirpes de A. butzleri, DQ40A1 e AB28/11, pela transformagao natural através da mutagénese
insercional, verificando-se que ambas as estirpes sao naturalmente transformaveis, e que o
gene foi interrompido com sucesso. Os mutantes da bomba de efluxo foram depois utilizados
para testar a influéncia da interrupcao no crescimento bacteriano e na competicao entre
estirpes. Comprovou-se que a interrupcao do gene areE nao demonstrou influenciar o perfil de
crescimento de ambas as estirpes de A. butzleri estudadas, sendo que aquando do ensaio de
competicao entre a estirpe parental e mutante foi verificado que o mutante A. butzleri
AB28/11AareE sofre uma diminuicdo na robustez, mas tal facto nao se verificou em
DQ40A1AareE.

Outro objetivo consistiu na avaliacdo das concentracdes minimas inibitorias de antimicrobianos
contra as estirpes parentais e mutantes de A. butzleri, onde se pretendeu avaliar a influéncia

da bomba de efluxo AreDEF na resisténcia/tolerancia a estes agentes, tal como definir quais

65



seriam os potenciais substratos para essa bomba. Verificou-se que, para a estirpe A. butzleri
AB28/11, esta bomba desempenha um papel na tolerancia ou resisténcia, levando a uma
reducao da CMI para a cefalexina, a cefotaxima, a gentamicina, a estreptomicina, a
tetraciclina, a doxiciclina, a eritromicina, a claritromicina, o colato de sodio e o cloreto de
benzalconio. No entanto, nao se verificou o mesmo para a estirpe A. butzleri DQ40A1, onde

nao ocorreram alteracoes das CMI.

0 ultimo objetivo, consistiu na avaliacao da interrupcao do gene areE na viruléncia das estirpes
em estudo. Das estirpes de A. butzleri estudadas, apenas o mutante A. butzleri AB28/11AareE
apresentou uma diminuicao da motilidade. No entanto, relativamente a hidrofobicidade ambas
sofreram alteracoes, onde A. butzleri DQ40A1AareE teve uma diminuicdo enquanto que a
AB28/11AareE sofreu um aumento da hidrofobicidade celular. Relativamente ao estudo do
efeito da interrupcdo do gene quando as células sdo sujeitas a condicoes adversas, o
mutanteAB28/11AareE demonstrou uma diminuicdo da tolerancia em todos os stresses
estudados, enquanto que a estirpe DQ40A1 demonstrou-a apenas no stress biliar. Quanto a
cloroexidina, foi observado uma tendéncia de aumento de suscetibilidade para ambos os

mutantes.

Em suma, com este trabalho verificou-se que para ambas as estirpes de A. butzleri, DQ40A1 e
AB28/11, a bomba de efluxo AreDEF desempenha um papel tanto na resisténcia como na
viruléncia bacteriana, sendo este papel mais visivel na estirpe A. butzleri AB28/11, podendo
este resultado estar associado ao facto da resisténcia intrinseca ou expressao basal da bomba
de efluxo desta estirpe ser superior a estirpe DQ40A1. Contudo, apesar de este estudo trazer
novos conhecimento acerca da potencial importancia da bomba de efluxo AreDEF em A. butzleri
sao resultados muito preliminares que necessitam de ser confirmados com mais estirpes e

estudos de expressao.
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Capitulo 6 - Perspetivas Futuras

Devido a importancia demonstrada pelas bombas de efluxo em Arcobacter butzleri,
nomeadamente a bomba AreDEF, é possivel que estas estruturas proteicas se tornem num alvo
terapéutico na medicina, para o tratamento de infecdes provocadas por esta bactéria. No
entanto, para melhor compreensao dos mecanismos de resisténcia e viruléncia associados ao

sistema AreDEF mais estudos serdao necessarios, tais como:

. Alargar o nimero de estirpes a utilizar para avaliar o efeito dessa bomba de
efluxo;
. Analisar a expressao dos genes do operao AreDEF na estirpe parental e respetivo

mutante, para validar que a insercao da cassete afetou exclusivamente o gene alvo;
. Avaliar a expressao basal da bomba de efluxo AreDEF em estirpe de A. butzleri,
tal como a expressao deste sistema na presenca dos seus substratos;

. Determinar o efeito da inibicao e/ou sobreexpressao da bomba de efluxo
noutros mecanismos de viruléncia, como a formacéo de biofilmes e a acumulacao de
brometo de etidio;

. Determinar que outros mecanismos possam estar envolvidos em sinergismo com

as bombas de efluxo na resisténcia e viruléncia.
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Anexos

Sequéncia das proteinas da bomba de efluxo AreDEF avaliada nas duas estirpes de A. butzleri

parentais estudadas.

Estirpe de

. ldentificagao Sequéncia da proteina
A. butzleri

MLKQSKLLITLLSLLFLGCENKSNDFKAQQIEVGTITLKEQTVALQQN
LSGRVKAKLVSEVRPQISGIIKDRLFVEGSFVKQGDILYKIDEATYKATF
NQAKASLESAKANLQTAQLKSQRYEELLKVDGISQQETDDAKANYLQ
areD AKALVEEKIAALESAKIDLERTDIKAPISGYIGISSVTKGALVSANQTDA
LTTIRDNSNVYVDLNQSQNELLALKKLLSKENIKKGNAEVTLTLSDNSI
YPYKGILQLQEINVDENTGTVTLRAEFPNNEGLLLSGMFVRATIQSAV
DSKAFLLPQQAVSRDSKANPIITIVNEDNSTKKQQIIIDRAIENYWLVTS
GITSNDKINEGLNKINPKSIVKPIDVTSKYIKED

MIAKFFVNRPIFAWVISLVIMIAGTVSLYTLPVEQYPDIAPPQINISTTY
TGASAETVENSVTQIIEQQLTGLDGMIYFSSSSSSTGNARISVTFQQGT
DPDTAQVQVQNKVSAILSRLPEDVQRQGVRVVKSQTDFLLLASVYDE
TRKAQKIDIADYLVSNLQDSIARIDGVGEVQVYGGQYAMRIWLDPIKL
ESYNLMPSDIQSAINAQNSQASAGSLGALPTLENQQLSVIVTARSKFK
VVQEFENIVKSNTDGSFVKIKDVAKVEIGSQSYNVVTSLNGYPSSGIAI
QLASGANAVKTANAIKDFLAKAEASLPEGYKIDYPRDSTLFIKASIKEV
VKTLFEAILLVIAVMYIFLKNYRATLIPAIAVPVVILGTFGILNILGYSINT
LTMFGMVLSIGLLVDDAIVVVENVERNMSENNLSPKEATILSMHEITSA
LIGVATVLSVVFLPMAFFSGSTGVIYRQFSITIISSMVLSVVVALTLTPA
areE LCATILKPHKEQEESNKKGFIYWFTKKFEELTKRYKNRLHKVLESPKK
DQ40A1 YMFIYILIGILTVFFMKLPTSFLPKEDQGSLIVRYTLPVGAVTSRTVDIA
ENIKNYFLTEEKNNVNSVFTISGNSSQNSGMAYISLKSWDLRSGYENT
SEVIAQRASKTFSNPNSPYFIRDAKIFTMSPPVVQGLGATDGFTFQLQ
ADAGTAREKLAQVKDKILEEVQQNEKISSIRSDDSEDTPQLKIVYDMEK
AFSLGLSIKDIDSTLSAAWGGIYVNDFIDRSRVKRVYIQGEAPYRSKPE
DLYTWKVKNSNGTMTSFREFATTSWEYGPTELTRYNGFASYELEGS
AALGVSSGVAMDEMDKIADSQASGTMHAWSGASYQERLSSGQAGIL
YTISILVIFLCLAALYESWSVPFSILMVIPLGVVGAVLAVYFRGLDNDVY
FQVALLTTIGLVAKNAILIVEFVDTLYKKGVPLIEAAIKGATLRLRPIVM
TSLAFIAGIIPLAISTGAGANSRISIGTGIGGTLTATILAIFFVPLFFVLIK
NIFSKKENTHE

MNKINISHLTTILFSGCTLAPNLEPLDSNVIPQTFKNNSIENSSDDLSLV

KPNWENFVQDETLKKVVSLALENNKDLKIALLNIESARATYRIARADN

FPTFDAKGSATHSKSMNSENSTSISHNYSANISASYEIDLFGKVRSLSQ

SALDSFLSTQYAANATKISLISETITAWITLAIHQEQLKLATETVKNLEK
areF VYELTQKRYLAGVVSKTDVFDAKASLNEAQISVISYSNSVEQDKNALE

LIVAQPLNDDLLPKNLETHTSWLMLVKPAISSNILLARPDIMQAEYNLK
SKNANIGAARAAFFPTISLTANSGIASRNLSDLFNGNAQNVWSFSPNIS
IPIFSGGENMANLDYTYAQRDIALQEYEKSIQTAFKEVNDALIIKKTINE
QIQKQKELVEAVSKSYDISLNSYKIGIGSFLNVLTSQRTLINAQQTLINN
YLSELTNRVNLYSVFGGNEKAVVIH
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Estirpe de
A. butzleri

Identificacdo

Sequéncia da proteina

AB28/11

areD

areE

arefF

MLKQSKLLIFTLFSLLFLGCDNKSNDFKTQQIEVGTITLKEQTVALQQ
NLSGRVKAKLVSEVRPQISGIIKDRLFVEGSFVKQGDILYKIDEATYKA

TFNQAKASLESAKANLQTAQLKSQRYEELLKVDGISQQETDDAKANY
LQAKALVEEKIAALESAKIDLERTNIKAPISGYIGISSVTKGALVSANQA
DALTTIRDNSNVYVDLNQSQNELLALKKLLSKENIKKGNAEVTLTLSD

NSIYPYKGILQLQEINVDENTGTVTLRAEFPNNEGLLLSGMFVRATIQ
SAVDSKAFLLPQQAVSRDSKANPIITIVNEDNSTKKQQIIIDRAIENYWL
VTSGITSNDKHIEGLNKINPKSIVKPVDVTNKYIKKD

MIAKFFVNRPIFAWVISLVIMIAGTVSLYTLPVEQYPDIAPPQINISTTY
TGASAETVENSVTQIIEQQLTGLDGMIYFSSSSSSTGNARISVTFQQGT
DPDTAQVQVQNKVSSILSRLPEDVQRQGVRVVKSQTDFLLLASVYDE
TSKAQKIDIADYLVSNLQDSIARIDGVGEVQVYGGQYAMRIWLDPIKL
ESYNLMPSDVQSAITAQNSQASAGSLGALPTLENQQLSVTVTARSKF
KVVQEFENIIKSNTDGSFVKIKDIAKVEIGSQSYNVVTSLNGFPSSGIAI
QLASGANAVKTANAVKDFLAKSEASLPEGYKIDYPRDSTLFIKASIKEV
VKTLFEAILLVIAVMYIFLKNYRATLIPAIAVPVVILGTFGILNILGYSINT
LTMFGMVLSIGLLVDDAIVVVENVERNMSENNLSPKEATILSMQEITSA
LIGVATVLSVVFLPMAFFSGSTGVIYRQFSITIISSMVLSVVVALTLTPA
LCATILKPHKEQEESNKKGFIYWFTKKFEELTKRYKNRLHKVLESPKK
HMFIYILIIGILTIFFMKLPTSFLPKEDQGSLMVRYTLPVGAVSSRTVDIA
ENIKNYFLTEEKNNVNSVFTISGNSSQNSGMAYISLKSWDLRSGYENT
SEVIGQRASKTFSNPNSPYFIRDAKIFTMSPPVVQGLGATDGFTFQLQ
ADAGTAREKLAQVKDKILEEASKSEKISSIRSDDSEDTPQLKIVYDMEK
AFSLGLSIKDIDSTLSAAWGGIYVNDFIDRSRVKRVYIQGEAPYRSKPE
DLYTWKVKNSNGTMTSFREFATTSWEYGPTQLTRYNGFASYELEGS
AALGVSSGVAMDEMDKIADSQAAGTMHAWSGASYQERLSSGQAGIL
YAISILVIFLCLAALYESWSVPFSILMVIPLGVVGAVLAVYFRGLDNDVY
FQVALLTTIGLVAKNAILIVEFVDTLYKKGVPLIEAAIKGATLRLRPIVM
TSLAFIAGIIPLAISTGAGANSRISIGTGIGGTLTATILAIFFVPLFFVLIK
NIFPKKENTHE

MNKINISIILTTILFSGCTLAPNLEPLDSNVIPQTFKNNSVENSSDDLSLV
KPNWENFVQDERLKKVVSLALENNKDLKIALLNIESARATYRIARADN
FPTFDAKGSATHSKSMNSEDSTSISHNYSANISASYEIDLFGKVRSLSQS
ALDSFLSTQYAANATKISLISETITAWITLAIHQEQLKLATETVKNLEKV
YELTQKRYLAGVVSKTDVFDAKASLNEAQISVISYSNSVEQDKNALELI
VAQPLNDDLLPKNLETHSSWLMLVKPAISSNILLARPDIMKAEYNLKSK
NANIGAARAAFFPTISLTANSGIASRSLSDLFNGNAQNVWSFSPNISIPI
FSGGENMANLDYTYAQRDIALQEYEKSIQTAFKEVNDALIIRKTINEQ!
QKQKELVEAVSKSYEISLNSYKIGIGSFLNVLTSQRTLINAQQTLINNYS
LELTNRVNLYSVFGGNEKIN
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