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Abstract

Arcobacter butzleri is, within the genus Arcobacter, the most frequent species associated with diarrheal
diseases in humans, as well as, with bacteraemiain a few cases. A. butzleri demonstrates a high genetic
diversity that likely contributes to its high adaptive capacity to the different environments where it can
be found. One of the mechanisms contributing to this genetic diversity may be the horizontal gene
transfer through natural transformation, which is characterized by the absorption, incorporation and
functional expression of exogenous DNA that can occur under natural growth conditions. Aiming to
clarify if A. butzleri is naturally competent for transformation and which factors may influence this
process, different transformation procedures were tested, by using exogenous and isogenic DNA
containing antibiotic resistance markers. It was shown that four A. butzleri strains among the five tested
demonstrated to be naturally transformable, with a maximum frequency of 10 transformants per
recipient cell, obtained after five days of incubation. It was observed that competence is maintained from
exponential to stationary growth phases and that the optimal conditions for transformation were the use
of 1 ug of isogenic DNA, and incubation conditions at 30°C under a microaerophilic atmosphere. Also,
A. butzleri favours the transformation of genetic material of its own strain/species. Moreover, the
incorporation process occurs promptly after the addition of genomic DNA. Finally, it has been found that
A. butzleri can exchange genetic material in co-cultures. In sum, horizontal gene transfer mediated by
natural transformation is one of the processes that likely contributes to the genetic diversity of A. butzleri,

and it is possible to be used as a tool for further genetics studies.

Keywords: Arcobacter butzleri; Natural transformation; horizontal gene transfer






Resumo

Arcobacter butzleri €, dentro do género Arcobacter, a espécie mais frequentemente associada a
guadros diarreicos em humanos, bem como a alguns casos de bacteriemias. A. butzleri demonstra uma
elevada diversidade genética, o que podera contribuir para 0 aumento da sua capacidade adaptativa
aos diferentes ambientes onde pode ser encontrado. Um dos mecanismos que contribui para a
diversidade genética, podera ser a transferéncia horizontal de genes, através do processo de
transformacéo natural, que é caracterizado pela absor¢éo, incorporacéo e expresséao funcional de DNA
exogeno, e que pode ocorrer em condigfes normais de crescimento. Assim, de modo a esclarecer se
A. butzleri é naturalmente competente para transformacgdo e quais os fatores que influenciam este
processo, foram testados diferentes protocolos de transformacédo, com a utilizacdo de DNA exdégeno e
isogénico contendo marcas de resisténcia a antibiéticos. Foi possivel verificar neste trabalho que quatro
das cinco estirpes de A. butzleri estudadas foram naturalmente transformaveis, com uma frequéncia de
transformacdo maxima obtida de 10° transformantes por célula recetora, obtida apds 5 dias de
incubacdo. Confirmou-se ainda que a competéncia se mantém desde a fase exponencial a fase
estacionaria de crescimento, e as melhores condi¢des de transformacdo demonstraram ser a utilizacao
de 1 pug de DNA isogénico, com incubacdo a 30°C e sob uma atmosfera de microaerofilia. A. butzleri
também demonstrou favorecer a incorporacdo de material genético da sua estirpe/espécie. Observou-
se ainda que o processo de incorporacdo de gDNA ocorre logo apds a sua adicdo. Finalmente,
verificou-se que A. butzleri tem a capacidade de trocar material genético em coculturas. Em suma, a
transferéncia horizontal de genes mediada por transformacdo natural € provavelmente um dos
processos que contribui para a diversidade genética em A. butzleri, sendo que esta ferramenta pode

ser usada para estudos genéticos desta espécie.

Palavras-chave: Arcobacter butzleri; transformacédo natural; transferéncia horizontal de genes,
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Capitulo 1- Introducgao

1.1.Género Arcobacter

O género Arcobacter foi proposto por Vandamme em 1991, como pertencendo a classe
Epsilonproteobacteria e a familia Campylobacteraceae (Miller et al., 2007; Stoeva & Ward, 2006). As
bactérias pertencentes ao género Arcobacter foram inicialmente consideradas como fazendo parte do
género Campylobacter por serem taxonomicamente proximas deste. As espécies, Campylobacter
cryaerophila e Campylobacter nitrofigilis, sendo atualmente designadas por Arcobacter cryaerophilus e
Arcobacter nitrofigilis foram as primeiras, juntamente com Arcobacter butzleri e Arcobacter skirrowii, a
constituir o género Arcobacter (Vandamme et al., 1992). Nos Ultimos anos, mais espécies tém sido
reconhecidas e incluidas neste género pelas caracteristicas que apresentam, sendo atualmente

constituido por 27 espécies isoladas das mais diversas origens (Tabela 1.1.).

Tabela 1.1. Espécies reconhecidas no género Arcobacter por ano e origem do isolado.

Estirpes Ano | Origem do Isolado Local Referéncia
A. cryaerophilus | 1977 Fetos Bovinos Irlanda do Norte (Ellis et al.,1978)
o Raizes de Spartina
A. nitrofigilis 1983 ) USA (McClung et al., 1983)
alterniflora
] Amostras de fezes ]
A. butzleri 1991 o USA (Kiehlbauch et al., 1991)
diarreicas
) a Fluido prepucial de o
A. skirrowii 1992 Bélgica (Vandamme et al. 1992)
touros
(K Houf, On, & Coenye,
o Carcacas de o
A. cibarius 2005 Bélgica T Mast, J Van, H
frangos
Vandamme, 2005)
A. halophilus 2005 | Lagoa hipersalina USA (Donachie et al. 2005)
- Mexilhdo e agua
A. mytili 2009 Espanha (Collado et al. 2009)
salobra
A. thereius 2009 Porcos e Patos Bélgica (Kurt Houf et al., 2009)
A. marinus 2011 Agua do mar Coreia (Kim, et al., 2010)
A. trophiarum 2011 | Porcos de engorda Bélgica (De Smet et al. 2011)
A. defluvii 2011 Aguas residuais Espanha (Collado et al. 2011)
A. molluscorum 2011 Mariscos Espanha (Figueras et al. 2011)
A. ellisii 2011 Mexilhdes Espanha (Figueras et al. 2011)
) ) Mexilhdes e )
A. bivalviorum 2012 . Espanha (Levican et al., 2012)
améijoas
) Mexilhdes e ]
A. venerupis 2012 . Espanha (Levican et al., 2012)
améijoas
A. anaerophilus 2013 Estuario India (Sasi et al., 2013)




Tabela 1.1. Espécies reconhecidas no género Arcobacter por ano e origem do isolado (continuagéo).

Estirpes Ano | Origem do Isolado Local Referéncia
A. cloacae 2013 Esgoto Espanha (Levican et al., 2013)
A. suis 2013 Porco Espanha (Levican et al., 2013)
A. ebronensis 2014 Mexilhdes Espanha (Levican et al., 2015)
A. aquimarinus 2014 Agua do mar Espanha (Levican et al., 2015)
o ) (Whiteduck-Léveillée et
A. lanthieri 2015 Porco e Estrume Canada
al., 2015)
) i o i (Whiteduck-Léveillée et
A. faecis 2016 Aguas residuais Canada
al., 2016)
A. acticola 2016 Agua do mar Coreia do Sul (Parket al., 2016)
A. pacificus 2016 Agua do mar China (Zhang et al., 2016)

) Figado e rim de ] ]
A. porcinus 2017 s Dinamarca (Figueras et al., 2017)
leitdo abortado

Incubadora de

_ molulsculos e .
A. lekithochrous e ) ) . (Diéguez et al., 2017;
o 2017 intestino de Noruega/ Japao
A. haliotis o Tanaka et al., 2017)
abalone (Haliotis

gigantea)

Canal de 4gua
A. canalis 2018 | contaminado com Espanha (Pérez-Catalufia, 2018)

esgoto urbano

Nota: As espécies A. lekithochrous e A. haliotis, correspondem & mesma espécie.

Até final do ano de 2013, o género Arcobacter compreendia 18 espécies (Ferreira et al., 2016), no
entanto este nimero tem vindo a aumentar. Nos dois anos seguintes foi possivel o reconhecimento das
espécies A. faecis, A. lanthieri, A. aquimarius e A. ebronensis (Levican et al., 2015; Whiteduck-Leveillee
et al., 2015, 2016). Em 2016 foram identificadas as espécies A. acticola e A. pacificus isoladas a partir
de agua do mar (Parket al., 2016; Zhanget al., 2016) e em 2017, a espécie A. porcinus foi descoberta
de entre um grupo de estirpes previamente identificadas como A. thereius (Figueras et al., 2017) e
nesse mesmo ano foram ainda reconhecidas as espécies A. lekithochrous e A. haliotis (Diéguez et al.,
2017; Tanaka et al., 2017). No presente ano foi reportada a espécie A. canalis (Pérez-Catalufia et al.,
2018) e por comparacao dos genomas observou-se que A. lekithochrous e A. haliotis correspondiam a

uma mesma espécie (Diéguez et al., 2018).

De entre as espécies que compreendem o género Arcobacter destacam-se A. butzleri, A. cryaerophilus
e A. skirrowii, como sendo as espécies mais frequentemente associadas a doengas em humanos e
animais (Carbone et al., 2003; Ferreira et al., 2013, 2014; Ho et al., 2006; Houf & Stephan, 2007). A.

butzleri e A. cryaerophilus tém sido associadas a enterites (Fernandez et al., 2004; Figueras et al.,



2014; Lior, Woodward, & International, 1991), bacteriemia (Arguello et al., 2015; Woo et al., 2001,
Hsueh et al., 1997) e fezes diarreicas, sendo A. skirrowii também associada a esta Ultima condig&o
(Wybo et al., 2004; Lior et al., 1991). Em animais, a sua presenca foi igualmente reportada em casos
de abortos, mastites e diarreia (Ho et al., 2006; Vandamme et al., 1992). Bactérias destas espécies tém
sido isoladas de diversos tipos de amostras, tais como, produtos alimentares destacando-se as carnes,
como por exemplo de frango e porco, peixe e vegetais (Gonzalez & Ferris, 2011; Vicente-Martins et
al., 2018); amostras animais, como fetos de porco abortados; amostras ambientais, como aguas de
subsolo, mar, fontes e pog¢os; e amostras humanas, tais como fezes diarreicas (Collado & Figueras,
2011; Douidah et al., 2012; Ferreira et al., 2013; Ho et al,. 2006; Rice et al., 1999; Maugeri et al., 2004).
A sua presenca em amostras, como agua esta geralmente associada a uma elevada contaminacao
fecal (Collado et al., 2008).

As bactérias do género Arcobacter caracterizam-se por serem bacilos de Gram-negativo nao
esporulados, com 0,2 a 0,9 ym de largura e 0,5 a 3,6 um de comprimento, a sua forma curvada ou em
S esta na origem do seu nome (Ferreira et al., 2016). A maioria das espécies do género Arcobacter
apresenta a capacidade de crescer de forma aerébia ou em microaerofilia, sendo que a espécie
Arcobacter anaerophilus, € a Unica espécie descrita como estritamente anaerobia (Ferreira et al., 2016).
Globalmente, o seu crescimento ocorre num intervalo de temperaturas de 15 a 42°C (Miller et al., 2007),
sendo que a sua capacidade de crescimento a baixa temperatura, aliada ao facto de serem capazes
de crescimento em aerobiose, sdo as principais caracteristicas que as distingue do género
Campylobacter (Lehner et al., 2005; Snelling et al., 2006). A gama de pH suportada pelas espécies
Arcobacter, encontra-se entre os 5,5- 8,0, sendo que o crescimento étimo ocorre no intervalo de 6,0-
7,5 (Cervenka, 2007). Arcobacter spp. caracterizam-se por serem oxidase positiva, sendo que em
algumas a catalase é inexistente (Ferreira et al.,, 2016; Vandamme et al., 1991); sdo dotadas de
motilidade, apresentando um unico flagelo polar, possuindo também na sua constituicio externa outras
proteinas, como adesinas e estruturas denominadas pilus (Ferreira et al., 2016; Ho et al., 2008; Miller
et al., 2007).

1.2. Arcobacter butzleri

Dentro do género Arcobacter, destaca-se a espécie A. butzleri por ser a mais frequentemente
encontrada em diversos tipos de amostra, desde amostras de origem alimentar, tais como carnes (de
Boer et al., 1996; Kabeya et al., 2004; Morita et al., 2004; Ongor et al., 2004; Rivas et al., 2004) e
vegetais (Gonzalez et al., 2017), a aguas de diversas origens (Diergaardt et al., 2004; Moreno et al.,
2003; Rice et al., 1999), bem como amostras de fezes diarreicas (Engberg et al., 2000; Lerner et al.,
1994; Vandamme et al., 1992). De facto, A. butzleri tem sido considerado o quarto Campylobacter-like-
organism mais frequentemente encontrado em fezes diarreicas de humanos em diversos paises
(Collado & Figueras, 2011; Collado et al., 2013; Ferreira et al. 2014; Vandenberg et al., 2004). Devido
a sua relevancia como agente patogénico, A. butzleri foi introduzido na lista de microrganismos
considerados um perigo grave para a saude humana pela Comisséo Internacional de Especificacdes

Microbiolégicas para Alimentos (ICMSF, 2002). A ampla distribuicédo de A. butzleri em diversos tipos de



ambientes pode ser associada a uma elevada capacidade adaptativa desta bactéria, que por sua vez
pode estar relacionada com a elevada diversidade do seu genoma (Atabay & Aydin, 2001; Ferreira et
al., 2016; Houf et al., 2003). Com a sequenciacdo do genoma de A. butzleri por Miller e seus
colaboradores em 2007, foi possivel constatar que o genoma desta bactéria possui 2.341.251 pares de
base (pb), sendo considerado o segundo maior identificado na classe Epsilonproteobacteria, e
possuindo uma percentagem de G+C relativamente baixa (Miller et al., 2007). Apesar do crescente
reconhecimento de A. butzleri como agente patogénico e com elevada capacidade de adaptacao a
varios ambientes, a informacgédo existente acerca desta bactéria é ainda limitada, quando comparada
com outros microrganismos da mesma diviséo, no entanto o vasto conhecimento existente para outros
taxa, permite comparar A. butzleri com outros membros (Miller et al., 2007) e assim, ter uma base para

estudos futuros.

1.2.1. Relevancia clinica e patogenicidade de Arcobacter butzleri

Um dos exemplos de agentes patogénicos emergentes de origem alimentar é o género Arcobacter (Ho
et al., 2006). A espécie A. butzleri é a principal responsavel, dentro deste género, por problemas tais
como enterites, diarreia severa, septicemia e bacteremia (Arguello et al., 2015). Os principais sintomas
associados a infecdo com esta bactéria sdo sobretudo, diarreia e dores abdominais, podendo também
incluir, vémitos, febre e nauseas (Vandenberg et al., 2004). O seu isolamento em laboratério, foi ja
realizado a partir de amostras tanto de pacientes sintomaticos como assintométicos, sendo que neste
Ultimo a sua ocorréncia € inferior. A relacdo de fatores como a idade ou sistema imunitario com uma
maior ou menor manifestacdo de sintomas causados por esta espécie ndo esta ainda estabelecida
(Collado & Figueras, 2011). No entanto, esta bactéria foi encontrada com maior prevaléncia em
pacientes com diabetes mellitus (Lerner et al., 1994; Vandenberg et al., 2004) e no grupo pediatrico
(Fernandez et al., 2004, Ferreira et al. 2014).

A adesdo de microrganismos aos tecidos constitui um passo fundamental para que estes possam entrar
nas células, ou por outro lado, apenas permanecer a superficie das mesmas, colonizando-as (Klemm
et al.,, 2010). Ap6s a adesdo pode dar-se o processo de invasdo, levando a multiplicacdo dos
microrganismos no interior das células, sendo capazes de causar a sua morte, tendo como
consequéncia uma resposta inflamatéria local (Sansonetti, 1993). Um exemplo é o género
Campylobacter, em que a sua presenca origina uma resposta inflamatdria, dando origem a febre, dores
abdominais e diarreia (Young et al., 2007). A capacidade de adeséo e invasado de agentes patogénicos
€ um dos principais fatores que contribui para a patogenicidade de diversos microrganismos; estes dois
processos desencadeiam uma resposta por parte do sistema imunitario, no entanto quando esta
resposta ndo é eficiente, o agente patogénico consegue proliferar, levando a destruicdo de tecidos
(Cossart & Sansonetti, 2004). A capacidade de adesao € mediada por adesinas, que sao proteinas que
se encontram na membrana celular das bactérias e promovem a adesdo das mesmas a varios tecidos
(Klemm & Schembri, 2000). A capacidade de adesao e invasao a células do epitélio intestinal humano
foi descrita para A. butzleri (Ferreira et al., 2014; Ho et al., 2007; Karadas et al., 2013; Krause-

Gruszczynska et al., 2007; Levican et al., 2013). Com a sequenciacao do genoma de A. butzleri foi



possivel a identificacdo de genes putativos de viruléncia que apresentavam homologia a genes
associados a patogenicidade em outros microrganismos, nomeadamente em Campylobacter (Miller et
al., 2007). Num estudo realizado por Douidah et al., (2012) foi avaliada a presenca de varios genes
putativos de viruléncia em isolados de A. butzleri, nomeadamente os genes ciaB, cj1349 e cadF,
descritos para outras bactérias como responsaveis pela adesdo e invasdo de células, que
apresentavam homologia (57 a 64%) com os genes correspondentes em Campylobacter spp.(Douidah
et al., 2012). Em Campylobacter spp. os genes cadF e cj1349 codificam para proteinas de ligacao a
fibronectina, proteinas que por sua vez permitem a adesédo da bactéria a célula hospedeira, no entanto
ndo se sabe ainda se estes genes putativos de viruléncia tém funcdo semelhante em A. butzleri
(Karadas et al., 2013). O gene ciaB, codifica para uma proteina de invasdo, que possibilita a entrada
da bactéria na célula infetada (Karadas et al., 2013). A presenca destes genes putativos de viruléncia
foi avaliada em varios estudos, sendo observado que 100% dos isolados analisados, possuiam os
genes cadF, cj1349 e ciaB (Douidah et al., 2012; Ferreira et al., 2014; Karadas et al., 2013). De entre
15 espécies de Arcobacter, A. skirrowii, A. cryaerophilus, A. butzleri e A. defluvii, foram identificadas
como as espécies que demonstram maior capacidade de invasao, tendo sido indicada uma associacao
entre a capacidade de invasdo e a presenca do gene ciaB, no entanto para os restantes genes nao se
verificou relacdo entre a sua presenca e capacidade de adesdo (Levican et al., 2013), apesar da

homologia com genes cujo produto esta implicado na adesdo em Campylobacter spp.

Além da capacidade de adesédo e invasédo, a citotoxicidade foi ja testada em diferentes tipos de linhas
celulares (Carbone et al., 2003; Gugliandolo et al., 2008), demonstrando que a maior parte dos isolados,

apresenta capacidade de adeséo, invaséo e provocam citotoxicidade (Collado & Figueras, 2011).

1.2.2. Vias de transmissao de Arcobacter butzleri

Os reservatérios mais frequentes de A. butzleri, sdo em geral, 4guas, animais saudaveis e alimentos;
dentro dos géneros alimenticios salientam-se as carnes, nomeadamente as de aves de capoeira (Hsu
& Lee, 2015). O incorreto processamento e manuseamento deste tipo de alimentos, pode ter um papel
importante na transmissdo de Arcobacter ao ser humano (Ho et al., 2006; Lehner et al., 2005). A
presenca de A. butzleri foi estudada em equipamentos associados ao abate de animais, onde se pode
concluir que a incorreta higienizacdo deste tipo de equipamentos, podera constituir uma via de
contaminacdo de alimentos por eles processados (Houf et al., 2002). Por outro lado, 0s vegetais podem
também constituir uma via de transmissdo desta bactéria, sendo que A. butzleri foi ja isolado de
vegetais, tais como alfaces em Espanha (Gonzalez & Ferrus, 2011), em locais de processamento de
espinafres na Alemanha (Hausdorf et al., 2013), na 4gua do processo de lavagem de cenouras
(Hausdorf et al., 2011), bem como em legumes embalados prontos a comer em Portugal (Vicente-
Martins et al., 2018). A presenca desta bactéria em géneros alimenticios, nomeadamente prontos a

consumir, apontam para um perigo para a saude do consumidor (Lappi et al., 2013).

A ingestdo de agua contaminada, é também considerada como uma das principais vias de transmissao

de A. butzleri, tendo sido relatados surtos associados ao consumo de 4guas de pocos contaminadas



nos Estados Unidos da América em 1999 (Rice et al., 1999). Mais tarde, outro caso ocorreu em Ohio,
onde 0s pog¢os, com agua supostamente potavel, apresentavam contaminagdo fecal. De entre as
espécies isoladas encontravam-se microrganismos do género Arcobacter, ndo tendo no entanto sido
possivel a identificacdo ao nivel da espécie (Fong et al., 2007). Para além disso A. butzleri pode ser
encontrado em aguas de diversas fontes, como aguas de subsolo (Rice et al., 1999), agua do mar
(Maugeri et al., 2004) e rios (Diergaardt et al., 2004). Apesar da ingestdo de aguas e alimentos
contaminados, serem apontados como as principais vias de transmissao (Stoeva & Ward, 2006), até
ao momento, ainda néo foi estabelecida uma relacdo direta com a doenca em humanos nem a dose

infetante para este microrganismo (Collado & Figueras, 2011; Ferreira et al., 2016).

Também a transmissdo pessoa-a-pessoa, foi anteriormente proposta como possivel via de
transmissao, devido a um surto com sintomas de dores abdominais ocorrido numa escola em ltalia,
onde foram recolhidas estirpes de diversos doentes com genotipos e fenétipos comuns (Vandamme et
al., 1992). Outro caso de estudo indicativo deste tipo de transmissao foi o caso de um recém-nascido
de onde foi isolada uma estirpe de A. butzleri resistente a multiplos antibiéticos, em que se considerou

que tenha ocorrido transmisséo pré-natal in utero (On, Stacey, & Smyth, 1995).

O contacto com animais domésticos, como caes e gatos, é também apontada como uma possivel via
de transmisséo, sendo que esta bactéria foi também encontrada, em amostras de saliva destes animais,
num estudo realizado por Fera em 2009, levantando-se assim a possibilidade deste contacto contribuir

como via de transmissao (Fera et al., 2009).

1.2.3. Resisténcia de Arcobacter butzleri a compostos antibacterianos

A descoberta de compostos antibacterianos, tais como antibiéticos, permitiu melhorar e aumentar a
gualidade de vida do ser humano, possibilitando o tratamento de diversas infe¢cdes bacterianas (Van
Hoek et al., 2011). Em fun¢éo do seu mecanismo de ac&o nos sistemas bioldgicos, é possivel hoje em
dia classificar os antibiéticos em diferentes classes (Neu, 1992). Assim os antibacterianos podem
danificar ou inibir a sintese da parede celular, inibir a sintese de proteinas ou a replicagdo do DNA e
RNA (Neu, 1992; Van Hoek et al., 2011). No entanto, 0 uso excessivo de antibiéticos em diversos
contextos, como médico, veterinario ou mesmo alimentar (Unver et al., 2013) tem sido relacionado com
o desenvolvimento acentuado de resisténcias em espécies bacterianas (Van Hoek et al., 2011).
Atualmente a resisténcia aos antimicrobianos é cada vez mais um problema de salde publica. A
dificuldade no tratamento de infe¢cfes bacterianas surge principalmente devido ao aumento do nimero
de bactérias multirresistentes. (Frieri et al., 2017; Littmann et al, 2015). A aquisi¢do de resisténcias é
um processo natural, que pode ocorrer por aquisi¢cao e incorporacédo de elementos genéticos moveis,
tais como plasmideos, transposdes e integrdes (European Centre for Disease Prevention and Control,
2017; MacGowan & Macnaughton, 2017). Este processo, em alguns casos deve-se a uma troca
genética entre espécies bacterianas, podendo ocorrer através de processos, como a conjugacgéo, a

transducao e a transformagédo (Chen & Dubnau, 2004).



Desde a descoberta do género Arcobacter, tem sido relatado em varios trabalhos o isolamento de
estirpes bacterianas com resisténcia a diversas classes de antibiéticos como os B-lactamicos, fenicais,
macrdlidos e fluoroquinolonas entre outros (Atabay & Aydin, 2001; Ferreira et al., 2013; Kabeya et al.,
2004, Otth, et al., 2004). No caso de A. butzleri, Miller et al. (2007) verificaram que este microrganismo
era resistente a 42 dos 65 antibidticos estudados, sendo resistente a todos os macrolidos, sulfonamidas
e a quase todos os B-lactamicos testados. A. butzleri mostrou possuir um vasto leque de resisténcias
a antibidticos quando comparado com outras bactérias taxonomicamente préximas, como é o caso de
Campylobacter coli, sendo esta apenas resistente a 33 dos 65 antibidticos testados nesse mesmo
estudo (Miller et al., 2007). A resisténcia a multiplos antibiéticos tem sido de facto descrita para A.
butzleri por diversos autores (Ferreira et al., 2013, 2017; Houf et al., 2004; Kabeya et al., 2004; Son et
al., 2007; Vicente-Martins et al., 2018). Sabe-se assim que A. butzleri apresenta resisténcia a diversas
classes de antibidticos, de entre os quais, a resisténcia a eritromicina e a ciprofloxacina, que sao das
mais preocupantes, uma vez que, estes sao os antibiéticos indicados como terapéutica de primeira
linha para o tratamento de infe¢cdes severas por Arcobacter (Houf et al., 2004). As fluoroquinolonas,
permitem combater diversas infe¢cdes bacterianas, no entanto estas aplicaces e a elevada utilizacdo
nas mesmas, leva a uma acumulacao no meio ambiente e pode ter como consequéncia o aparecimento
de bactérias resistentes a estes antibidticos (Redgrave et al., 2014; Silva et al., 2011). O surgimento de
estirpes de A. butzleri resistentes a ciprofloxacina por possivel exposicdo de a este antibidtico foi ja
sugerido em trabalhos anteriores. De facto, elevadas taxas de resisténcia a ciprofloxacina tém sido
reportadas em paises como Portugal (Ferreira et al., 2013), Italia e Turquia (Atabay & Aydin, 2001; Fera
et al.,, 2003). Em A. butzleri o mecanismo de resisténcia a este antibiético foi identificado como
correspondendo a uma mutacéo pontual no gene codificante da subunidade A da enzima DNA girase
na posicao 254 pertencente a “regido determinante de resisténcia as quinolonas” (QRDR - do inglés
Quinolone Resistance Determining Region), em que uma citosina é alterada para uma timina, levando
a transicdo do aminoécido treonina para isoleucina, tendo como consequéncia um aumento da
resisténcia as fluoroquinolonas (Abdelbagi et al., 2007; Ferreira et al., 2016; Van Hoek et al., 2011). A
resisténcia aos macrolidos pode estar associada a mutagdes em proteinas ribossomais, que originam
um aumento da resisténcia a este grupo de antibiéticos (Fera et al., 2003), no entanto 0 seu mecanismo

de resisténcia ainda nao esta esclarecido.

1.3. Transferéncia Horizontal de genes

A transferéncia horizontal de genes (HGT — do inglés Horizontal Gene Transfer) caracteriza-se pela
transferéncia de genes entre microrganismos, para outros que ndo sejam da sua descendéncia
(Thomas & Nielsen, 2005). A troca de material genético € possivel quando ocorre a morte celular, ou
guando células vivas o libertam controladamente no meio (Thomas & Nielsen, 2005). A HGT é o
processo pelo qual a maior parte das bactérias adquirem genes, de outras espécies, tendo-se
demonstrado que a maior parte dos genes que conferem patogenicidade encontrados em bactérias,
sdo adquiridos por este mecanismo (Nakamura et al., 2004). Por vezes 0s mesmos genes que conferem

patogenicidade podem ser transportados por organismos com uma relagdo menos préxima



evolutivamente (Thomas & Nielsen, 2005). Os genes adquiridos pela célula recetora podem ter
diferentes efeitos no genoma, dependendo da caracteristica herdada, estes podem permanecer no
organismo e espalhar-se por geracdes, ou ser deletados, por aquisicdo de um novo mais vantajoso, ou
ainda podem ter um efeito neutro, que dependendo das condi¢cdes onde o0 microrganismo se encontra,
pode levar ou ndo a uma expressao do gene (Thomas & Nielsen, 2005). Quando a caracteristica é
vantajosa, esta tende a espalhar-se rapidamente pelas geracdes seguintes, um exemplo destas s&o 0s
fatores implicados na resisténcia a antibiéticos ou na producéo de toxinas (Blokesch, 2016; Thomas &
Nielsen, 2005; Wilson et al., 2003).

Apesar de HGT ser um processo relevante para o aumento da diversidade genética em bactérias,
existem inUmeras barreiras que dificultam a transferéncia de genes entre elas. No caso da
transformacédo por HGT, é sobretudo a célula recetora que desempenha um papel fundamental, sendo
gue ela prépria pode constituir uma barreira a entrada do novo DNA (Thomas & Nielsen, 2005), por ndo
se encontrar no estado de competéncia, ou a superficie membranar rejeitar o DNA. Outra barreira a
HGT, é a existéncia de enzimas de restricdo, que podem degradar a cadeia de DNA por nado a
reconhecerem como fazendo parte do genoma (Thomas & Nielsen, 2005). Além destes fatores, o tempo
gue o DNA exogénico permanece no meio, sem ser incorporado, pode levar a sua degradacdo, em

funcéo das condi¢cBes do meio onde se encontra (Nielsen et al., 2007).

Existem diversos processos que contribuem para a HGT, nomeadamente a conjugacéao, a transducéo
e a transformacéo natural, que possibilitam a transferéncia de caracteristicas entre microrganismos
(Normark & Normark, 2002). Este ultimo tipo de mecanismo permite por exemplo a transferéncia de
genes putativos de viruléncia, ou mesmo de marcas de resisténcia entre espécies ou estirpes
bacterianas, gerando um aumento da variabilidade genética (Domingues et al., 2012). No entanto o
processo de transformacao natural € possivelmente dentro destes o que melhor esclarece acerca de
como as bactérias adquirem material genético de outras espécies (Thomas & Nielsen, 2005).

1.4. Transformacgéo natural

As bactérias evoluiram de maneira a adaptarem-se a condi¢des adversas do meio ambiente, sendo
capazes de captar e incorporar material genético libertado, quer por outras bactérias, quer por
decomposicdo de particulas virais, através de diversos mecanismos (Thomas & Nielsen, 2005). A
transformacé&o natural é o processo pelo qual, os microrganismos sdo capazes de captar DNA livre no
meio (Lorenz & Wackernagel, 1994). Este processo é possivel sem que haja intervencao de fatores
externos, como a permeabilizacédo artificial das células, por exemplo por aplicacdo de um campo
magnético, como é o caso da eletroporacdo (Dubnau, 1999). A transformac¢éo natural caracteriza-se
pela absorgdo, incorporacdo e expressao funcional do DNA extracelular, podendo ocorrer em
condi¢Bes normais de crescimento bacteriano (Thomas & Nielsen, 2005). Atualmente séo reconhecidas
mais de 80 espécies naturalmente transformaveis (Blokesch, 2016), onde o processo de transformacao
natural podera potencialmente explicar de que modo as células bacterianas conseguem adquirir

material genético de outras espécies (Thomas & Nielsen, 2005).



Muitos microrganismos incorporam material genético, quer por morte de outras células, quer por
existéncia de células dadoras. Bactérias de estirpes ou espécies diferentes tem a capacidade de
incorporar material genético de outras, por HGT. Organismos distantes evolutivamente, ou mesmo de
estirpes diferentes, podem trocar genes através da HGT (Gogarten et al., 2002), no entanto, para que
tal aconteca é necessario que se desenvolva um estado, denominado estado de competéncia (Chen et
al., 2005; Thomas & Nielsen, 2005). Pensa-se que o estado de competéncia sera um estado temporario
na maior parte das espécies (Chen & Dubnau, 2004), sendo controlado por sinais como quorum sensing
ou de nutrientes (Claverys & Havarstein, 2002; Hamoen et al., 2003; Macfadyen et al., 2001). O
desenvolvimento de competéncia, para algumas bactérias, como por exemplo Haemophilus influenzae,
é desencadeado quando os nutrientes escasseiam, ja para Streptococcus pneumoniae, a competéncia
€ inibida, quando o mesmo acontece (Solomon & Grossman, 1996). Apés o desenvolvimento deste
estado é necessario que exista, uma célula dadora que fornece o DNA a célula recetora, responsavel
pela ligacdo e absorcdo do mesmo. Este processo permite-lhes adquirir caracteristicas favoraveis,
aumentando a sua capacidade adaptativa, bem como garantindo a sua sobrevivéncia em condi¢cBes

adversas, e como consequéncia aumentando a sua diversidade genética (Hua et al., 1998).

Os mecanismos especificos envolvidos no processo de transformacdo foram estudados em poucas
espécies (Vegge et al., 2012), sabendo-se apenas que existem dois mecanismos globais, que diferem
em funcédo de se tratar de espécies de bactérias de Gram-negativo ou de Gram-positivo (Wang & Taylor,
1990), os quais estdo representados na figura 1.1. Inicialmente, para que ocorra transformacédo é
necessario que ocorra a captura de DNA, sendo fundamental que este passe de um estado de DNA
sensivel & DNase, para um estado de DNA protegido de DNase. Em bactérias de Gram-negativo o
estado de DNA protegido da DNase é alcancado, quando a cadeia de DNA atravessa a membrana
externa, ja para bactérias de Gram-positivo o0 mesmo estado é alcancado quando ocorre a passagem
do DNA para o citosol (Chen & Dubnau, 2004; Chen & Gotschlich, 2001; Dubnau & Chen, 2003). No
caso destas, o DNA liga a superficie da célula e uma das cadeias é degradada, sendo os nucleétidos
libertados no meio extracelular, ao passo que a outra cadeia entra na célula (Chen & Dubnau, 2004).
No caso de bactérias de Gram-negativo este processo torna-se mais dificil, pela existéncia da
membrana externa, que constitui uma barreira adicional (Dubnau, 1999), pois sé apds atravessar a
membrana externa é que o DNA pode ser convertido do estado sensivel para o protegido, sendo entéao
uma das cadeias degradada e os nucleétidos libertados no periplasma, ao passo que a outra entra no
citoplasma, concluindo-se o processo de captura (Chen & Dubnau, 2004). Em ambos o0s casos, pensa-
se que sejam ativadas um conjunto de proteinas, responsaveis por este processo, sendo inicialmente
necessario que as bactérias desenvolvam o estado de competéncia (Chen et al., 2005; Dubnau, 2003;
Hahn, 2015; Johnsborg et al, 2007).

Ap6s a passagem do DNA para o citoplasma, este pode por homologia substituir parte do DNA da
célula recetora (Thomas & Nielsen, 2005), no entanto no processo de transformacéo existe também a
possibilidade de ocorrer o processo de recombinacdo ndo homdloga, que se caracteriza pela
recombinacdo de sequéncias com pouca ou nenhuma homologia (de Vries & Wackernagel, 2002;
Ehrlich et al., 1993; Thomas & Nielsen, 2005). No processo de integra¢do da molécula de DNA, pode

também ocorrer uma incorporagdo de material genético extra (Dempsey & Dubnau, 1989). A insergao



deste material, a partir da molécula dadora, ocorre quando existe uma elevada similaridade entre
sequéncias curtas de ambas as moléculas, estas podem dar-se por exemplo entre plasmideos e o DNA
bacteriano, levando a fuséo do plasmideo com o DNA da bactéria (Thomas & Nielsen, 2005).

Gram-positivas Gram-negativas

Ligagdo do DNA

. [jﬂ

Transporte e degradagdo

Ligagdodo DNA

Absorgdo para o periplasma

Transporte e degradagdo

1]

Figura 1.1. Mecanismos gerais de transformacdo em bactérias de Gram-positivo e de Gram-negativo (adaptado
de Dubnau (1999)).

1.4.1. Desenvolvimento de competéncia bacteriana

Para que ocorra o processo de transformacéo € entdo necesséario que as bactérias se encontrem num
estado de competéncia. Bactérias que desenvolvem competéncia ou que sdo naturalmente
competentes, sdo capazes de capturar e integrar com facilidade DNA do meio (Shah et al., 2014),
possibilitando-lhes alcancar caracteristicas de outros microrganismos (Hofreuter et al., 1998). O
desenvolvimento de competéncia da-se sobretudo na fase exponencial de crescimento para algumas
bactérias, ao passo que outras, sdo competentes num espaco de tempo muito reduzido, podendo
desenvolver competéncia no inicio da fase estacionaria (Johnshorg et al., 2007). Por outro lado, existem
bactérias em que a competéncia é apenas desenvolvida se houver um estimulo ambiental, como é o
caso de Bacillus subtilis em que, uma elevada densidade bacteriana provoca a inducdo da
competéncia, no entanto, apenas num reduzido numero de células da populacéo bacteriana (Blokesch,
2016). Atualmente, pensa-se que a maior parte das espécies bacterianas sejam competentes (Claverys
& Martin, 2003). Apesar de ser considerado um estado transiente nos microrganismos, 0 mesmo pode
ser desencadeado por diversos fatores (Chen & Dubnau, 2004). Para a maior parte das espécies estes
fatores ndo sdo conhecidos, no entanto estes sdo capazes de ativar um conjunto de proteinas
responsaveis por ligar, fragmentar, degradar e transportar o DNA (Chen et al., 2005; Dubnau, 1999).
Através de canais formados por estas proteinas de competéncia o DNA consegue atravessar a parede
celular de bactérias de Gram-positivo e de Gram-negativo, chegando por fim ao citosol (Chen et al.,
2005).
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Apesar de existirem bactérias que sintetizam as suas proteinas de competéncia de maneira constitutiva,
como é o caso de Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis (Johnsborg et al., 2007), a
competéncia na maior parte das bactérias é regulada por genes com (Claverys & Martin, 2003), que
sdo expressos em funcdo de sinais ambientais. As proteinas de competéncia fazem parte de um
sistema importante para a captura e transporte de DNA através da membrana. Normalmente, a
magquinaria usada baseia-se num sistema do tipo 1V pili ou pseudopilus, sendo usado pela maior parte
das bactérias competentes (Johnsborg et al., 2007). A excec¢éo encontra-se em Helicobacter pylori, em
gue o transporte do DNA através da membrana plasmatica € baseada em componentes do sistema de
secrec¢do do tipo 1V, diferentes dos usados por outros microrganismos de Gram-negativo (Hofreuter et
al., 2001). Este sistema permite a troca de DNA através de um canal formado por um conjunto de
subunidades proteicas que se projetam desde o interior da bactéria até a superficie (Johnsborg et al.,

2007).

1.4.2. Captura de DNA exogénico

Para que ocorra a captura de DNA exogénico, é necessario que estejam envolvidos dois processos,
gue se caracterizam pela ligacdo do DNA a locais especificos localizados na superficie da membrana,
seguida do transporte ou absor¢cdo do mesmo ao longo da membrana até ao citoplasma (Thomas &
Nielsen, 2005). Esta captura de DNA é realizada através de canais especificos, formados por um
conjunto de proteina especificas (Chen et al., 2005), neste processo o DNA em cadeia dupla é
transformado em DNA em cadeia simples, & medida que atravessa do exterior da célula bacteriana

para o citosol (Thomas & Nielsen, 2005).

Como foi referido anteriormente, para que o DNA seja capturado pelos microrganismos, € necessario
um sistema que permita a sua transferéncia desde o meio onde se encontra até ao citosol. As células
bacterianas dispdem de um conjunto de pilosidades, que sdo normalmente responsaveis pelo contacto
entre células, motilidade, ades&o, secrecdo e absor¢cdo de compostos (Holden & Gally, 2004).
Inicialmente os sistemas de pilus foram divididos por Ottow em 1975 em diferentes tipos. Do tipo I,
fazem parte um sistema responséavel pela libertag&o de proteinas, este € constituido por uma proteina
de cassete de ligacdo ao ATP (ABC), que permite a transferéncia de diversos substratos, através da
membrana (Binet et al., 1997). Este grupo é ainda constituido por uma proteina de fusdo de membrana,
ambas se encontram na membrana interna, na membrana externa existe ainda uma proteina que
permite a formacao de um poro na célula (Binet et al., 1997). O tipo Il de secrecéo, permite a secre¢ao
de algumas proteinas, para o espaco periplasmético (Koster et al., 2000). O tipo Il relaciona-se com
um sistema de libertacdo de fatores de viruléncia, dentro das células hospedeiras (Koster et al., 2000).
O grupo IV encontra-se associado a conjugacéo (Koster et al., 2000; Saier, 2006). Este ultimo grupo é
constituido por um conjunto de subcomplexos que pertencem a parede celular bacteriana (Georgiadou
et al., 2012; Leighton et al., 2015), podendo ser encontradas estruturas analogas em diferentes
espécies bacterianas (Georgiadou et al., 2012). Atualmente sabe-se que tanto bactérias de Gram-
negativo como de Gram-positivo dispdem de um conjunto de elementos, com semelhanga a proteinas

existentes no sistema de secre¢éo do tipo Il e ao tipo IV pili (Chen & Dubnau, 2004; Dubnau & Chen,
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2003). Estes sistemas permitem o transporte de material genético e proteinas através do contacto entre
células bacterianas (Thomas & Nielsen, 2005), possibilitando como consequéncia a transferéncia de
genes entre diferentes espécies bacterianas.

1.4.2.1. Ligacdo do DNA

Algumas bactérias de Gram-negativo como Haemaophilus influenzae ou N. gonorrhoeae, por exemplo,
necessitam que o DNA que se destina a incorporacao, contenha uma sequéncia especifica, a chamada
sequéncia de captura sinal (USS) ou sequéncia de captura de DNA (DUS), um motif de sequéncia
curta, o qual é constituido por um reduzido nimero de pares de base (Danner et al., 1980; Elkins et al.,
1991; Fitzmaurice et al., 1984). Para N. gonorrhoeae a sequéncia contém 12 pb e para H. influenza 9-
10 pb (Johnsborg et al., 2007), onde apenas o DNA contendo a mesma, tem a possibilidade de ligar e
atravessar a membrana (Chen & Dubnau, 2004). Para outros microrganismos, parece ndo haver a
necessidade da existéncia de uma sequéncia especifica para que ocorra a ligacdo do DNA a superficie
da célula, como é o caso de S. pneumoniae (Dubnau, 1999) e B. subtilis (Chung & Dubnau, 1998). No
entanto, tanto em bactérias de Gram-negativo como de Gram-positivo, ocorre sempre a ligagao do DNA
exégeno a membrana, para posterior absorcdo, independentemente da existéncia, ou ndo de uma
sequéncia especifica (Dubnau, 1999; Thomas & Nielsen, 2005), desde que esta se encontre em estado

de competéncia.

1.4.2.2. Absorcéao e processamento do DNA

Considerando organismos modelo, verifica-se que em bactérias de Gram-positivo, como € o caso de
B. subtilis, os canais que permitem a passagem de DNA, sdo constituidos por um conjunto de proteinas
ComG que permitem a ligagdo do DNA (Chung & Dubnau, 1998). Neste microrganismo foi detetado um
complexo polimérico que se projeta desde o interior da membrana até ao exterior, atravessando a
parede celular. A estrutura constituida por unidades de ComGC ligadas entre si, foi chamada de
estrutura de competéncia y- pilus, a qual pode contribuir para a captura de DNA, deslocando-o até a
proteina de ligacdo ComEA, sendo que esta o transfere para uma nuclease, que procede & degradacgéo
de uma das cadeias de DNA (Chen et al., 2005). Em paralelo, a cadeia complementar é deslocada
através de um canal formado por proteinas ComEC, até a proteina ComFA que a encaminha para o
citosol (Chen et al., 2005; Chen & Dubnau, 2004; Claverys & Martin, 2003; Draskovic & Dubnau, 2004;
Inamine & Dubnau, 1995).

No caso de bactérias de Gram-negativo, como N. gonorreia, apesar da existéncia da membrana
externa, funcionando como barreira adicional & absor¢do do DNA, este tipo de bactérias tem um
mecanismo semelhante ao usado pelas de Gram-positivo, de modo a deslocarem o DNA exdgeno, para
o citoplasma. Neste caso, o0 DNA liga-se a membrana externa apés ser reconhecido por um recetor de
sequéncia sinal, desencadeando a abertura de um canal formado pela secretina PilQ (Chen & Dubnau,
2004; Claverys & Martin, 2003; Dubnau & Chen, 2003). A semelhanca do que acontece em B. subtilis,

N. gonorreia possui na sua constituicdo uma proteina de ligacdo ao DNA, a ComE, um ort6logo da
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proteina ComEA em B. subtilis (Dubnau & Chen, 2003), esta permite a passagem do DNA através do
periplasma e da camada de peptidoglicano (Chen & Gotschlich, 2001), chegando por fim a nuclease,
gue degrada uma das cadeias, enquanto que a outra percorre um canal de proteinas ComA, até ao
citoplasma (Chen & Dubnau, 2004).

No caso de H. pylori o sistema de absor¢cdo de DNA usado € distinto do utilizado pelas restantes
bactérias de Gram-negativo, sendo constituido por elementos semelhantes aos presentes num sistema
de secrecao do tipo IV (Hofreuter et al., 2001; Johnsborg et al., 2007), o qual € responsavel pelo
transporte de DNA e de proteinas através da membrana, sendo codificado pelo operdo comB,
constituido por quatro genes putativos de competéncia (Hofreuter et al., 2001, 1998). Este tipo de
sistema pode também estar presente em Campylobacter, sendo que foram encontrados genes
ortélogos que codificam para este tipo de sistemas neste microrganismo (Bacon et al., 2000). A captura
de DNA em H. pylori, ocorre através de um conjunto de proteinas, que formam um canal que atravessa
as membranas e o espaco periplasmatico. Este canal é formado pelas proteinas, ComB7, ComBS8,
ComB9 e ComB10, sendo todas, a excecao da ComB7, essenciais para o processo de transformacéo,
no entanto esta Ultima poderd ter a capacidade de estabilizar o complexo formado pelo conjunto de
proteinas (Chen & Dubnau, 2004). Todos estes sistemas encontram-se representados na figura 1.2.

Os mecanismos referidos, parecem estar conservados em diversos microrganismos competentes,
sendo um processo importante para o0 aumento da sua diversidade genética (Dubnau & Provvedi,
2000). Até ao momento ndo se sabe muito acerca da transformacéo natural de A. butzleri, nem sobre
guais os mecanismos de transformacéo que possam estar associados. Na analise do genoma de A.
butzleri foram identificados genes putativos de competéncia natural, no entanto o seu papel ndo esta
estudado. A transformacé@o natural desta bactéria estara provavelmente associada a um dos

mecanismos referidos, ou semelhantes, que permitira promover a sua diversidade.
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Figura 1.2. Modelos esquematicos dos sistemas de secrecéo de a) bactérias de Gram-positivo, como Bacillus
subtilis, b) de Gram-negativo, como Neisseria gonorrhoeae e c) exemplo do sistema de secrec¢ao do tipo IV usado
por Helicobacter pylori (adaptado de Claverys & Martin, 2003 e Smeets & Kuster, 2002).

1.4.3. Integracdo do DNA no cromossoma

Apbs a entrada de DNA na célula, caso haja homologia a cadeia é incorporada no genoma bacteriano.
Esta incorporacdo, depende do nivel de similaridade entre a cadeia de DNA exdgeno e a cadeia de
DNA do genoma bacteriano da célula recetora. Este mecanismo tem como consequéncia a delecéo de
genes que se encontrem na fragdo de DNA que é substituido, contudo preservando o tamanho da area
recombinada (Thomas & Nielsen, 2005). Quando o material genético incorporado é pouco ou nada
semelhante ao do hospedeiro, pode dar-se o processo de recombinagéo ilegitima, ndo dependendo
este processo de sequéncias especificas e sendo este processo pouco frequente (Blokesch, 2016;
Thomas & Nielsen, 2005). Em qualquer um dos casos se a caracteristica adquirida, constituir uma
vantagem a sua sobrevivéncia, € entdo transmitida as células filhas. Este mecanismo permite ao
microrganismo, juntamente com altera¢cdes genémicas, como mutacdes, evoluir adaptando-se a novas

condi¢Bes ambientais (Dobrindt et al., 2004).

Assim, o processo de transformacé@o natural bem como os mecanismos a ele associados poderéo
contribuir para o estudo genético em A. butzleri, assim como também esclarecer acerca da diversidade

genética desta bactéria.
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Capitulo 2- Objetivos

A. butzleri tem sido referido como uma bactéria patogénica emergente, que apresenta uma ampla
distribuicdo em diversos ambientes podendo esta estar associada a uma elevada capacidade
adaptativa, e por sua vez a sua elevada diversidade genética. Um dos mecanismos que podera estar
associado a esta heterogeneidade genética é a HGT, através do processo de transformacao natural.
Assim, este trabalho teve como objetivo geral, caracterizar e aumentar o conhecimento acerca do

processo de transformacao natural em A. butzleri.
Para tal definiram-se os seguintes objetivos especificos:

e Avaliar a frequéncia de transformacdo natural em A. butzleri utilizando protocolos descritos

para outras bactérias da mesma familia bem como de familias proximas;

e Analisar a competéncia natural em funcéo de condi¢cdes ambientais, estudando a influéncia da
temperatura e das condic6es atmosféricas neste processo;

e Investigar de que modo o tipo e concentracdo de material genético adicionado influencia a

frequéncia de transformacéo;

e Avaliar o impacto da fase de crescimento, bem como da competicdo com outros materiais

genéticos na frequéncia de transformacao;

e Estudar atroca de material genético em coculturas bacterianas, nomeadamente na captura de

DNA exogénico, considerando A. butzleri como dador ou recetor de DNA.
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Capitulo 3 - Material e métodos

3.1. Estirpes de Arcobacter butzleri

Ao longo do trabalho de investigacdo foram utilizadas diferentes estirpes de A. butzleri para a avaliagéo
da capacidade de transformacéo natural por esta bactéria. As estirpes utilizadas, bem como a origem

das mesmas encontram-se apresentadas na tabela 3.1.

Tabela 3.1. Identificacéo e caracteristicas das estirpes de Arcobacter butzleri utilizadas.

Estirpe Origem Referéncia
bibliografica
AB22/11 Superficie de um matadouro Ferreira et al., 2013
AB28/11 Pele de pescoco da carcaca de frango Ferreira et al. 2013
AB45/11 Escorrimento de carcaca de frango Ferreira et al., 2013
DQ40A1 Superficie de um equipamento de uma queijaria Ferreira et al., 2017

Inducéo laboratorial de resisténcia por insercédo

de uma cassete de resisténcia & canamicina .
DQ40A1AcmeB ] . . Silva, 2017
interrompendo o gene cmeB da estirpe nativa A.

butzleri DQ40A1

Vicente-Martins et al.,

CR113-2 Vegetais prontos para consumo
2018

Inducéo laboratorial de resisténcia por insercédo

de uma cassete de resisténcia & canamicina .

CR113-2AcmeB ) ) ) Silva, 2017

interrompendo o gene cmeB da estirpe nativa A.
butzleri CR113-2

2003/1426 Paciente com diarreia Ferreira et al., 2014

Inducéo laboratorial de resisténcia por insercao
851 de uma mutagdo pontual no gene gyrA na Este estudo
posicdo 254 na estirpe nativa A. butzleri DQ40A1

3.2. Armazenamento e condi¢des de crescimento das estirpes

As estirpes utilizadas foram conservadas a longo prazo a -80°C em tubos criogénicos contendo meio
Brain Heart Infusion (BHI) com 20% (v/v) glicerol. Antes de cada ensaio, as estirpes de A. butzleri foram
repicadas em placas de Blood agar base (Oxoid, Estados Unidos da América) suplementado com 5%
de sangue desfibrinado de cavalo (v/iv) (BA- Blood Agar), ou Tryptic Soy Agar (TSA, Merck Millipore,
Alemanha), em fun¢éo do objetivo de utilizacdo. Quando necessario estas foram transferidas para meio,

TSA ou BA, contendo 4 pg/mL de ciprofloxacina ou 30 pg/mL de canamicina, ou ambos antibidticos.
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3.3. Determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI)

De modo a avaliar a suscetibilidade das estirpes de A. butzleri aos compostos antibacterianos a utilizar
neste trabalho, nomeadamente a canamicina e a ciprofloxacina procedeu-se a determinacdo da
concentracdo minima inibitéria destes antibidticos para as estirpes de A. butzleri AB22/11, AB45/11,
CR113-2, DQ40A1, 2003/1426, DQ40A1AcmeB e 851, através da metodologia de microdiluicdo como
descrito por Ferreira et al., 2018, com modificacbes. Para a estirpe DQ40AL1 foi ainda determinada a

CMI da gentamicina.

Inicialmente as estirpes a utilizar foram inoculadas em placas de TSA, as quais foram incubadas a 30°C
durante 24 horas numa jarra sob condi¢cdes de microaerofilia (6% Oz, +7,1% CO: e 3,6% H:) geradas
através de um modificador de atmosfera (Anoxomat AN2CTS, Mart Microbiology B.V., Holanda). Numa
placa de 96 pocos, procederam-se a diluicdes sucessivas de 1:2 de cada antibiotico em meio Tryptic
Soy Broth (TSB, Merck Millipore, Alemanha) num volume final de 50 uL. De seguida, ajustou-se a
suspenséo celular a uma turbidez de aproximadamente 0,5 McFarland, por suspensdo direta das
colénias numa solucao salina de NaCl a 0,85% (p/v). Posteriormente, o inéculo foi diluido em meio TSB
de forma a obter uma concentracédo celular por poco de cerca de 5x10° unidades formadoras de
colénias (UFC)/mL, e 50 pL desta suspensdo foram adicionados aos pocos da placa. Em todos os
ensaios foi incluido um controlo de crescimento (50 pL de meio com 50 L de suspenséo celular) e um
controlo de esterilidade (100 pL de meio). De seguida, as placas foram incubadas sob condicfes de
microaerofilia a 30°C durante 48 horas. A CMI foi definida como a menor concentracdo de antibiético
gue inibiu o crescimento a olho nud, sendo que a turbidez dos pocos foi confirmada posteriormente por
avaliacdo da densidade otica a 620 nm (DOs20nm) NUM leitor de microplacas, tendo-se considerado

auséncia de crescimento para DOs2onm <0,05.

3.4. Obtencéao de material genético a usar na transformacéao natural

Com o objetivo de avaliar de que modo a dimensao e o tipo de material genético influéncia a frequéncia
de transformacéo, foram usados nos ensaios realizados: DNA gendémico (gDNA) das estirpes de A.
butzleri AB28/11, DQ40A1AcmeB e CR113-2AcmeB, para além de fragmentos resultantes da reacéo
em cadeia da polimerase (PCR do inglés polymerase chain reaction) de tamanhos distintos de varias
estirpes de A. butzleri. Para ensaios utilizando material genético de outras espécies foi usado gDNA
das estirpes H. pylori ATCC26695, Campylobacter coli 873 (Duarte et al., 2014) e Campylobacter jejuni
NCTC11168.

3.4.1. Extracdo de DNA genomico

Para a extracao de gDNA recorreu-se ao uso do kit GF-1 Nucleic Acid Extraction kit (Vivantis, Malasia).
Assim a estirpes de A. butzleri AB28/11, DQ40A1AcmeB e CR113-2AcmeB foram primeiramente
inoculadas em placas de BA, sendo incubadas a 30°C durante 48 horas. J& as estirpes de C. coli, C.

jejuni e H. pylori, foram inoculadas em placas de BA, sendo posteriormente incubadas a 37°C sob
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condi¢gBes de microaerdfilia, durante 48 horas. Seguidamente as células foram suspensas em agua
ultrapura estéril, tendo-se posteriormente procedido de acordo com o protocolo do manual de utilizagao
do kit referido. O material genético obtido foi posteriormente quantificado hum nanoespetrofotometro
(NanoPhotometer, IMPLEN, Alemanha) e a sua integridade e pureza analisada por eletroforese em gel
de agarose de 1% (p/v) em tampéo TAE 1x e corado com Midori Green (NIPPON Genetis, Alemanha),
sendo sempre aplicado um marcador de peso molecular GRS Universal Ladder (GTiSP, Portugal). A
corrida eletroforética decorreu durante 30 minutos a 120V e o material genético visualizado no gel por
utiliza¢éo de um transiluminador (UVITEC, Reino Unido).

3.4.2. Amplificagcao do fragmento do gene gyrA

Fragmentos da regido QRDR do gene gyrA, com dois tamanhos diferentes, foram amplificados por
PCR partindo da estirpe A. butzleri AB28/11, usando para tal dois pares de oligonucle6tidos iniciadores

listados na tabela 3.2.

Para a mistura reacional foi utilizado 5 uL de Dream Taq Green Buffer (10x) (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos da Ameérica), 0,2 mM de desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTP) (NZYtech,
Portugal), 0,5 uM de oligonucleétidos iniciadores, 2U de enzima Dream Taq Polimerase (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos da América) e perfazendo a um volume final de 45 uL com agua ultrapura,
adicionando-se por fim 5 pL de gDNA da estirpe AB28/11. Depois de efetuada a mistura reacional, os
tubos de PCR foram incubados num termociclador (T100 Thermal Cycler, BIO-RAD, Estados Unidos
da América), iniciando o processo com um passo de desnaturacao inicial a 95°C durante 3 minutos,
seguido de 30 ciclos constituidos por um primeiro passo de desnaturagcdo a 95°C durante 30 segundos,
seguido de hibridizacéo a 52°C (fragmento de 344 pb) ou 54°C (fragmento de 1410pb) durante 30
segundos e por fim uma extensao a 72°C durante 60 segundos. Finalmente foi realizada uma extensao
final a 72°C durante 10 minutos. Os produtos amplificados foram posteriormente analisados por
eletroforese em gel de agarose de 1% (p/v) em tampao TAE 1x e corado com Midori Green (NIPPON
Genetis, Alemanha), sendo sempre aplicado um marcador de peso molecular GRS Universal Ladder
(GRIiSP, Portugal). A corrida eletroforética decorreu durante 30 minutos a 120V com o objetivo de
separar os produtos de PCR de acordo com o seu tamanho seguido de visualizacdo do gel sob luz UV
num transiluminador (UVITEC, Reino Unido). Os fragmentos obtidos foram purificados com auxilio a
um kit de purificacdo de produtos de PCR (NZYGelPure, NZYtech, Portugal). Por fim os produtos de

PCR obtidos foram quantificados num nanoespetrofotometro (NanoPhotometer, IMPLEN, Alemanha).

3.4.3. Amplificacdo da sequéncia portadora do gene que confere

resisténcia a canamicina

Com o objetivo de verificar se o tipo de material genético existente no meio tem influéncia no processo
de transformagédo, procedeu-se a amplificacdo de uma sequéncia portadora de uma cassete de

resisténcia a canamicina, usando-se como template o DNA gendmico da estirpe de A. butzleri

19



DQ40A1AcmeB. Esta estirpe tem um gene codificante de uma proteina de membrana interna de uma
bomba de efluxo, interrompido pela adicdo de uma cassete de resisténcia a canamicina. Para tal foi

usado um par de oligonucledtidos iniciadores listados na tabela 3.2.

Para amplificagdo da regido que contém a cassete de resisténcia, realizou-se uma mistura reacional
utilizando 5 pL de tampédo Dream Taq Green (10x) (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos da
América), 0,2 mM de desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTP) (NZYtech, Portugal), 0,5 puM de
oligonucledtido iniciador cmeB_Al e cmeB_B2, 2U de enzima Dream Taq Polimerase (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos da América) e 5 uL de gDNA da estirpe DQ40A1AcmeB, perfazendo a um
volume final de 50 uL com agua ultrapura. Apos a preparacao da mistura reacional, os tubos de PCR
foram incubados no termociclador, iniciando-se o processo de amplificagdo com um passo de
desnaturagéo inicial a 95°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos constituidos por um primeiro passo
de desnaturacao a 95°C durante 30 segundos, seguido de hibridizagdo a 52°C durante 30 segundos e
por fim uma extensédo a 72°C durante 60 segundos, finalmente uma extensao final a 72°C durante 10
minutos. Os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose de 1% (p/v) em tampao
TAE 1x e corado com Midori Green, sendo aplicado um marcador de peso molecular. A corrida
eletroforética decorreu durante 30 min a 120 V com o objetivo de separar os produtos de acordo com
0 seu tamanho, seguido de visualizacdo sob luz UV num transiluminador. O fragmento obtido foi
purificado com auxilio a um kit de purificacdo de produtos de PCR (NZYGelPure, NZYtech, Portugal).
Por fim os produtos foram quantificados num nanoespetrofotometro (NanoPhotometer, IMPLEN,
Alemanha). Com isto foi assim possivel obter um fragmento que abrangia uma regido de 390 pb a
montante da cassete de resisténcia até 398 pb a jusante, correspondendo ao gene cmeB interrompido

por uma cassete de resisténcia a canamicina.

Tabela 3.2. Oligonucledtidos iniciadores utilizados para as reacdes de PCR descritas nos pontos 3.4.2 e 3.4.3

Designacéo Tamanho do
. ) L Tamanho do
dos Sequéncia do oligonucleétido iniciador ) . fragmento
) . oligonucleétido o
oligonucleétido (5—3) o amplificado
o iniciador (pb)
iniciador (pb)
gyrA_Fw TGGACGTGCATTACCAGATG 20 1410
gyrA_Rv GCAACTTTTCCTTTTCCACCT 21
F-QRDR TGGATTAAAGCCAGTTCATAGAAG 24 244
R2-QRDR TCATMGWATCATCATAATTTGGWAC 25
cmeB_Al TTGAAATAAGGGCTACTTACTCAGG 25 1638
cmeB_B2 GTTCGCTCTGGCTTGCAAAT 20

Nota: O produto de PCR de 344 pb foi sequenciado para confirmar que a mutacdo associada a resisténcia a
ciprofloxacina se encontrava presente (Anexo 1). Nos oligonucledtidos iniciadores o W corresponde a uma adenina

ou timina e o M a uma adenina ou uma citosina.
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3.5. Avaliacao de protocolos de transformacé&o natural de Arcobacter butzleri

Com o objetivo de avaliar a capacidade de transformac&o natural em A. butzleri comecou por se testar
métodos descritos para outras espécies préximas, H. pylori e Campylobacter jejuni. Para avaliagdo dos
diferentes protocolos, foi usado o gDNA da estirpe A. butzleri AB28/11 o qual possui uma mutacao
pontual no gene da DNA girase A (gyrA), na regido determinante de resisténcia as fluoroguinolonas,
onde na posicdo 254 ocorre uma transicdo de citosina para timina, correspondendo a troca do
aminodcido treonina por isoleucina, que Ihe confere fendtipo de resisténcia a ciprofloxacina. Apds cada
protocolo a frequéncia de transformacdo foi calculada considerando o numero de colbnias
transformadas por mL, ou seja, o numero de células contendo o material genético transferido
horizontalmente, sobre o nimero total de unidades formadoras de colénias totais por mL, por
micrograma de DNA. Todos os ensaios foram realizados em trés dias independentes.

3.5.1. Métodos de transformacé&o natural, com utilizagcdo de protocolos

em meio sélido
Um dos métodos utilizados para transformar microrganismos, consiste no crescimento do mesmo e
posterior transformagcdo em meio so6lido. No caso do estudo e transformacdo de A. butzleri foram
utilizados protocolos de transformacgéo descritos para C. coli, C. jejuni (Vegge et al., 2012; Wang &

Taylor, 1990) e H. pylori (Israel et al., 2000), com o objetivo de verificar se este microrganismo seria

naturalmente transformavel por um dos métodos descritos. Os métodos de transformacéo encontram-

' 8h 18 h

se esquematicamente representados na figura 3.1.

O s

18 h

Figura 3.1. Representacéo esquematica dos métodos de transformacéo em meio sélido. O método A encontra-se
a cinzento, o método B encontra-se a azul escuro e a azul claro encontra-se o método C.

3.5.1.1. Meétodo A

Um dos processos de transformacdo em meio solido utilizado, baseou-se no método experimental
usado por Israel et al., (2000) para transformar H. pylori. Assim a estirpe de A. butzleri DQ40A1,
reconhecida em trabalhos prévios como naturalmente transforméavel (Silva, 2017), foi inoculada em

meio TSA e incubada a 37°C durante 24 horas, em atmosfera de microaerofilia. Apds incubacéo, a
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biomassa foi transferida para 1 mL de PBS e centrifugada a 8500 xg durante 5 minutos, o sobrenadante
foi descartado e as células foram novamente ressuspensas em 300 pL de PBS. Recolheram-se 25 pL
desta suspenséao celular, aos quais foi adicionado 1 pg de gDNA proveniente da estirpe de A. butzleri
AB28/11 (mistura de transformacéo), tendo sido em paralelo, realizado um controlo no qual o gDNA foi
substituido por agua estéril. Com a mistura anterior foram inoculadas placas de TSA nao seletivas,
tendo estas sido incubadas por 18 horas a 37°C em microaerofilia. Apds incubagéo, a biomassa foi
transferida para 1 mL de PBS a partir do qual foram realizadas diluicGes sucessivas decimais (10! e
10?). A partir da suspenséo celular bem como das diluicdes foram retiradas aliquotas de 100 pL, sendo
estas transferidas para placas de TSA seletivas contendo 4 ug/mL de ciprofloxacina. A contagem das
UFC/mL totais foi realizada como descrito anteriormente usando placas de TSA, sendo de seguida
incubadas nas condi¢des anteriormente referidas, durante 4 dias. Cada ensaio foi realizado em trés

dias independentes.

3.5.1.2. Método B

Para a transformacédo em meio sélido baseado no protocolo descrito para Campylobacter, procedeu-se
de acordo com o descrito por Wang & Taylor (1990) com algumas modificacdes. A estirpe de A. butzleri
DQ40A1 foi cultivada em TSA a 37°C, sob condic¢des de microaerofilia durante 24 horas. Posteriormente
5x108 UFC/mL foram suspensas em 200 pL de TSB e transferidas para uma nova placa de TSA, sendo
esta incubada nas condi¢cdes anteriormente descritas durante 6 horas. No fim deste periodo de
incubacdo, adicionou-se 1 pg de gDNA ajustado a um volume de 40 uL, ou 0 mesmo volume de 4gua
estéril como controlo negativo, as células incubando-se sob microaerofilia a 37°C durante mais 5 horas.
Por fim, foram realizadas diluicbes sucessivas da biomassa em PBS, sendo estas transferidas para
placas ndo seletivas, para contagem das UFC/mL totais e também para placas seletivas contendo 4
pg/mL de ciprofloxaxina, para selecdo das UFC transformantes/mL. As placas seletivas e néo seletivas
foram incubadas sob condi¢Bes de microaerdfilia, durante um periodo de 5 dias até ao aparecimento

de coldnias caracteristicas de A. butzleri. Cada ensaio foi realizado em trés dias independentes.

3.5.1.3. Método C

Um dos métodos utilizado para transformar A. butzleri em meio sélido foi baseado na metodologia
descrita por Silva (2017). Inicialmente, a estirpe de A. butzleri DQ40A1 foi repicada em placas de BA
incubando-se por 24 horas a 37°C em condi¢des atmosféricas de microaerofilia. Apds incubagéo, as
células foram ressuspensas em 200 pL de meio TSB e espalhadas em placas de BA, incubando-se por
mais 4 horas nas mesmas condi¢cdes. Em duas &reas distintas das placas foram adicionados 1 pg de
gDNA num volume de 40 pL e como controlo negativo 40 pL de agua, incubando-se as placas por mais
8 horas sob as condi¢des acima referidas. Ao fim do tempo de incubacéo, as culturas foram transferidas
para uma nova placa de BA nédo seletiva, sendo incubada por mais 18 horas. No final desse periodo, a
biomassa foi transferida para 1 mL de tampao fosfato salino (PBS), a partir do qual foram realizadas

diluicbes decimais (10! e 10?). Tanto da suspensdo celular como das diluicbes realizadas foram
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transferidos 100 pL para placas de BA suplementadas com 4 pg/mL de ciprofloxacina, para selecéo
das UFC transformantes/mL. Para contagem das UFC totais/mL realizaram-se diluicbes sucessivas do
in6culo em PBS, sendo as mesmas transferidas para placas nao seletivas de BA. As placas foram
incubadas por mais 2 a 7 dias até serem obtidas colonias tipicas de A. butzleri e de modo a ser
estabelecido um periodo de incubacéo fixo para obtengdo do nimero maximo de transformantes. O
namero de transformantes foi registado e a frequéncia de transformacao foi avaliada aos 3, 4, 5,6 e 7
dias de incubacéo. O mesmo protocolo foi realizado substituindo o meio BA por TSA. Cada ensaio foi
realizado em trés dias independentes.

3.5.1.3.1. Efeito da temperatura e das condi¢cdes atmosféricas na

frequéncia de transformacéao

A temperatura e a concentracdo de oxigénio sdo dois parametros que variam em funcdo do meio
ambiente onde o0 microrganismo se encontra, podendo ter um papel na frequéncia de transformacéo.
Com o objetivo de estudar a influéncia da temperatura e das condi¢cdes atmosféricas na frequéncia de
transformacdo em A. butzleri, procedeu-se de acordo com o método de transformacao C, fazendo variar
os parametros referidos. Assim, as temperaturas testadas foram 30 e 37°C, tanto em aerobiose como
microaerdfilia. Por fim as frequéncias de transformacéo foram calculadas e comparadas entre si, de

modo a verificar se o efeito destes parametros na transformacéo de A. butzleri.

3.5.1.3.2. Transformacdo de diferentes estirpes de Arcobacter

butzleri

Para além de se ter procedido a transformacéo da estirpe de A. butzleri DQ40A1 avaliou-se se mais
estirpes de A. butzleri eram naturalmente transforméveis. Deste modo procedeu-se a avaliagdo da
frequéncia de transformacgéo das estirpes de A. butzleri AB22/11, 2003-1426, AB45/11 e CR113-2,
usando como DNA dador o gDNA da estirpe AB28/11. Para esta avalia¢éo foi utilizado o procedimento
descrito como método C, usando-se 0 meio BA, tendo-se estabelecido uma temperatura de incubacao

de 30°C e como periodo de incubacéo 120 horas.

3.5.2. Métodos de transformacao natural, com utilizacdo de protocolos

em meio liquido

A transformac¢do em meio liquido foi baseada no método utilizado por Wilson et al., (2003), com
modifica¢des, tendo sido testadas as temperaturas de 30°C e 37°C. Inicialmente a estirpe de A. butzleri
DQ40AL foi repicada em meio BA, incubando-se sob condi¢des de microaerofilia por 24 horas. Apos
incubacdao, recolheu-se uma coldnia, a qual foi usada para iniciar uma cultura numa placa de 6 pogos
com 4 mL de meio, tendo-se testado os meios TSB, TSB com 5% de soro fetal bovino, TSB com 0,4%

de extrato de levedura e BHI, a qual foi incubada por 24 horas, sob condi¢cdes de microaerofilia.
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Posteriormente transferiram-se 100 pL da cultura anterior para erlenmeyers de 50 mL contendo 10 mL
do meio correspondente, incubando-se sob condi¢des de microaerofilia a 100 rpm. Apos 2, 4 e 6 horas,
foram transferidos 1,5 mL de meio para placas de Petri de 35 mm, onde foram adicionados 1 pg de
DNA, ou 4gua como controlo negativo, seguindo-se uma incubacédo por mais 5 horas sob condi¢fes de
microaerofilia a 100 rpm. Por fim a cultura foi transferida para placas seletivas contendo 4 pug/mL de
ciprofloxacina para enumeracgéo das UFC transformantes/mL e para placas néo seletivas para obtencéo
das UFC totais/ mL.

3.5.3. Métodos de transformacao natural, com utilizacdo de protocolo em

sistema bifasico

Na transformacao em sistema bifasico, baseado no protocolo descrito para Campylobacter, procedeu-
se de acordo com o descrito por Wang & Taylor (1990), com modificacfes. Inicialmente a estirpe de A.
butzleri DQ40A1 foi incubada em placas de TSA durante 24 horas, sob condi¢cdes de microaerofilia a
37°C. Apo6s a incubacéo, 5x10% UFC/mL em 200 uL de TSB foram adicionadas a tubos de ensaio (10
por 120mm) contendo 1,5 mL de meio TSA, sendo os mesmos incubados por 6 horas a 30°C sob
condicdes de microaerofilia. Posteriormente foi adicionado 1 ug de gDNA ou 40 uL de tamp&o como
controlo negativo aos tubos, sendo estes incubados novamente por mais 5 horas sob condi¢des de
microaerofilia, a uma temperatura de 37°C. Por fim realizaram-se diluic6es sucessivas do inéculo em
PBS, transferindo-se 0 mesmo para placas ndo seletivas de TSA, para contagem das UFC totais /mL
e para placas seletivas de TSA para contagem das UFC transformantes/mL, incubando-se as mesmas

nas condicdes ja referidas durante 5 dias até ao aparecimento de coldnias tipicas de A. butzleri.

Com o objetivo de testar se a transformacéo natural podia estar dependente do meio de cultura usado,
0 mesmo protocolo foi testado, substituindo o0 meio TSA por meio BA. Este Ultimo foi ainda utilizado
para: determinar a frequéncia de transformacéo de acordo coma a fase de crescimento; avaliar a
saturacdo pelo material genético; analisar a frequéncia de transformacdo na presenca de DNA
competidor; Estudo cinético da incorporacdo do material genérico; e estudar a transformacdo em

coculturas bacterianas.

3.6. Determinacdo das curvas de crescimento das estirpes de Arcobacter
butzleri DQ40A1 e DQ40A1AcmeB

Com o objetivo de verificar se a inser¢éo de uma cassete de resisténcia ou a interrupgéo do gene cmeB
afeta o crescimento bacteriano, realizou-se uma curva de crescimento das estirpes de A. butzleri
DQ40A1AcmeB e DQ40A1L, a respetiva estirpe nativa. Inicialmente as estirpes, cresceram a 30 °C
durante 24 horas sob microaerofilia em placas de TSA, tendo sido posteriormente usadas para iniciar
uma pré-cultura em TSB com uma DOszonm inicial de 0,05, esta foi entdo incubada durante 18 horas a
30°C, com uma agitacdo de 100 rpm e sob condi¢Bes de microaerofilia. Com a pré-cultura foi iniciada

uma cultura com uma DOs20nm= 0,02 a qual foi incubada sob as mesmas condic¢des, tendo sido
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recolhidas amostras apos 0; 2,5; 5; 7,5; 10, 12,5 e 24 horas, para leitura da DOe20nm. As curvas foram
realizadas em trés dias independentes.

3.7. Transformagdo de Arcobacter butzleri com diferentes materiais
geneéticos

No meio ambiente, 0s microrganismos encontram-se em contacto com diferentes tipos de material
genético, quer libertados por microrganismos da mesma espécie, quer por espécies diferentes, além
disso 0 mesmo material genético pode encontrar-se degradado no meio. Assim de modo a avaliar se
diferentes tipos de materiais genéticos tém efeito na frequéncia de transformacéo e comparar as
frequéncias obtidas entre eles, utilizou-se o método de transformacao em sistema bifasico descrito no
ponto 3.5.3. O material genético utilizado, consistiu nos fragmentos amplificados anteriormente como
descrito na subseccdo 3.4, bem como o gDNA das estirpes de A. butzleri CR113-2AcmeB,
DQ40A1AcmeB, AB28/11 e da estirpe de C. coli 873, que possui uma cassete de resisténcia a
gentamicina (Duarte et al., 2014). Cada ensaio foi realizado em trés dias independentes.

3.8. Curva de saturacéo pela concentracdo DNA exdgeno

No meio onde se encontram, as bactérias mantém-se em contacto com diferentes concentracdes de
material genético, podendo a concentracdo do mesmo ter influéncia na sua frequéncia de
transformacdo. Com vista a avaliar se a concentracdo de material genético tem influéncia neste
processo, foram testadas véarias concentracdes de gDNA proveniente da estirpe A. butzleri
DQ40A1AcmeB. Para isso foram adicionados & cultura em sistema bifasico 10, 100, 500 ng, 1 e 2 ug
de gDNA e usando como estirpe recetora A. butzleri DQ40A1. A transformacéo foi realizada usando o
sistema bifasico a 30°C e sob condi¢bes de microaerofilia. Por fim procedeu-se a determinagéo dos
transformantes (UCF)/ UFC totais, em funcdo da concentracdo de material genético adicionado. Cada
ensaio foi realizado em trés dias independentes.

3.9. Avaliacao da influéncia da fase de crescimento na transformacéo de

Arcobacter butzleri

A fase de crescimento pode influenciar a competéncia natural das bactérias e por sua vez a frequéncia
de transformacao. Assim, dependendo do estado fisiolégico, as células bacterianas podem encontrar-
se mais ou menos suscetiveis a captacdo de material genético. De modo a averiguar se a fase de
crescimento das células influencia a transformacéao, foram testados os tempos de incubacéo de 2, 4, 6
e 12 horas das células nos tubos com meio bifésico, antes da adicdo do gDNA. Apds os periodos de
incubacao, foi realizada uma contagem das UFC totais/mL e, posteriormente, foi adicionado o gDNA

da estirpe de A. butzleri DQ40A1AcmeB, de acordo com o descrito anteriormente. Os resultados foram
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avaliados por andlise da frequéncia de transformagéo obtida para cada tempo de cultura. Cada ensaio
foi realizado em trés dias independentes.

3.10. Cinética de transformacéo

A incorporacao do material gético € um processo gradual, que depende do niumero de microrganismos
gue desenvolve competéncia ao longo do tempo. Assim, com o objetivo de avaliar a cinética de
transformacdo natural em A. butzleri, utilizou-se o método bifasico, com algumas alteracdes ao
protocolo original. Inicialmente, para validar a utilizacéo da enzima DNase para degrada¢édo do DNA no
meio de cultura, esta foi incubada com DNA em agua e em meio de cultura, durante 2 horas a 30°C,
usando 1 pg de gDNA e 100 pg/mL DNase. A visualizacdo das amostras foi feita em gel de agarose,
seguida de visualizacdo sob luz UV num transiluminador. Apoés confirmacao da atividade da DNase, a
estirpe DQ40A1 foi repicada em placas de BA e incubada sob condi¢cdes de microaerofilia a 30°C
durante 24 h. Posteriormente 5x108 UFC/mL em 200 pL de TSB foram transferidas para tubos de ensaio
(10 por 120mm) com 1,5 mL de meio BA, incubando-os durante 6 horas. Seguidamente foi adicionado
1 pg de gDNA da estirpe A. butzleri DQ40A1AcmeB, cada transformacéo individual foi interrompida aos
tempos 0, 15, 30, 60, 180 e 300 minutos pela adicdo de 100 ug/mL de DNase, apos a qual se seguiu
um periodo de incubacédo de 2 horas, nas condi¢des anteriormente descritas, para expressao fenotipica
(Vegge et al., 2012). Por fim foi retirada uma amostra de inéculo correspondente a cada tempo e
posteriormente realizadas diluic6es sucessivas do mesmo em PBS, transferindo 100 uL da cultura ou
diluicBes para placas com 30 pg/mL de canamicina, para contagem dos transformantes (UFC)/mL e
para placas ndo seletivas de TSA, para contagem das UFC totais /mL. Por fim foi determinado o nimero
de transformantes (UFC)/ UFC totais/mL para cada tempo de incubag&o. Cada ensaio foi realizado em

trés dias independentes.

3.11.Efeito da presenca de DNA competidor na transformacao de Arcobacter

butzleri

No meio ambiente os microrganismos encontram-se em contacto com material genético que € libertado
por diversas espécies bacterianas, resultante da morte das células bacterianas ou por libertagcdo
controlada do DNA. Com o objetivo de verificar se a existéncia de gDNA exdégeno afeta a frequéncia
de transformacédo, procedeu-se a realizacdo do método de transformacéo como descrito no ponto
anterior, usando assim as concentragfes de 10, 100, 500 e 1000 ng de gDNA da estirpe de A. butzleri
DQ40A1AcmeB, e adicionando 1 pg de gDNA da estirpe de H. pylori ATCC26695 ou 1 ug de gDNA da
estirpe de C. jejuni NCTC11168.
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3.12. Troca de material genético entre coculturas bacterianas

O ensaio de troca de material genético em coculturas, foi realizado com o objetivo de observar a
possibilidade de transferéncia de material genético durante o crescimento in vitro entre culturas
bacterianas. Para tal, inicialmente as estirpes A. butzleri DQ40A1AcmeB e 851 (contendo uma mutacéo
pontual na QRDR que confere resisténcia a ciprofloxacina) foram repicadas em placas de BA e
incubadas a 30°C sob condi¢Bes de microaerofilia durante 24 horas. Ap6s incubagdo, 5x10% UFC/mL
em 200 pL TSB de cada cultura foram adicionadas a tubos de ensaio (10 por 120mm) contendo 1,5 mL
de meio BA, tendo sido preparados tubos independentes para cada tempo de incubacéo (0, 3, 8 e 24
horas). A cada tudo foi retirada uma amostra de inéculo, ao tempo de incubacéo indicado, tendo sido
realizadas diluigBes sucessivas da amostra em PBS. As diluicdes sucessivas foram entéo transferidas
para placas com 30 yg/mL de canamicina ou 4 ug/mL ciprofloxacina, para a contagem das UFC/mL de
cada estirpe. Também, 100 yL de inéculo e diluicdo 10 foram transferidos para placas de BA com 30
pg/mL canamicina e 4 ug/mL ciprofloxacina, para contagem das UFC/mL da bactéria com resisténcia

a ambos os antibidticos. Os ensaios foram realizados em trés dias independentes.

27



28



Capitulo 4- Resultados e discussao

4.1. Suscetibilidade aos antibiéticos

A utilizacdo de material genético dador, portador de genes ou mutacBes pontuais, associados a
resisténcia a antibioticos, possibilita a selecdo de transformantes, num processo de transformacao.
Esta estratégia tem sido largamente utilizada para o estudo dos parametros que influenciam a
capacidade de transformacao natural em bactérias tanto da mesma familia como de familias préximas
de A. butzleri, como é o caso dos métodos usados para transformar C. coli, C. jejuni e H. pylori (Israel
et al., 2000; Vegge et al., 2012; Wang & Taylor, 1990). Nestes processos recorre-se geralmente a gDNA
de estirpes que sao resistentes a um determinado antibiético, possuindo uma mutacédo pontual ou
determinante de resisténcia responsavel pelo perfil fenotipico, possibilitando posteriormente a selecao
das bactérias que incorporaram esse material genético. Assim, para a realizacdo deste trabalho,
utilizou-se como material genético dador gDNA ou produtos de amplificacéo de regides especificas das
estirpes de A. butzleri AB28/11, DQ40A1AcmeB, CR113-2AcmeB e da estirpe de C. coli 873, com
marcas de resisténcia aos antibiéticos ciprofloxacina, canamicina ou gentamicina. Primeiramente, de
modo a avaliar a suscetibilidade das estirpes recetoras a utilizar neste trabalho, procedeu-se a
determinacéo da concentragdo minima inibitéria dos antibioticos mencionados. Este € um parametro
fundamental na determinacdo da suscetibilidade de microrganismos permitindo estabelecer por sua
vez uma concentracdo para a qual € possivel fazer a selecdo de mutantes. Os valores de CMI obtidos

para as varias estirpes de A. butzleri utilizadas neste estudo encontram-se apresentados na tabela 4.1.

Tabela 4.1. Concentracdo minima inibitoria dos antibiéticos ciprofloxacina, canamicina e gentamicina para as
diferentes estirpes recetoras de Arcobacter butzleri usadas neste estudo.

Estirpe de A. CMI (ug/mL)

butzleri Ciprofloxacina Canamicina Gentamicina
AB22/11 0,25 8 ND
AB45/11 1 8 ND
CR113-2 0,06 16 ND

DQ40A1 0,125 16 4

2003/1426 0,25 8 ND
DQ40A1AcmeB 0,125 >1024 ND
851 16 8 ND

Nota: Os pontes de corte de resisténcia séo: ciprofloxacina = 4 pyg/mL; gentamicina = 8 ug/mL (Ferreira et al., 2013)
e canamicina = 100 yg/mL (Kabeya et al., 2004). (ND) N&o determinado

Pela determinacéo da CMI de cada antibiético obtidas para as diferentes estirpes bacterianas, verificou-
se que todas as estirpes nativas eram suscetiveis a ciprofloxacina e canamicina, bem como a estirpe

DQ40AL1 a gentamicina, validando a sua utilizagdo como estirpes recetoras tanto do material genético
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proveniente das estirpes de A. butzleri AB28/11, como das DQ40A1AcmeB e CR113-2AcmeB, ou da
estirpe C. coli 873 (portadora de cassete de resisténcia a gentamicina aphA-3) (Duarte et al., 2014). A
concentracdo padrdo de cada um dos antibiéticos para sele¢cdo dos mutantes foi estabelecida como 4
pg/mL para a ciprofloxacina e no caso da canamicina foi definida a concentracdo de 30 pg/mL. Ja para
a selecdo dos mutantes originados a partir da estirpe DQ40A1, com resisténcia a gentamicina, foi

estabelecida a utilizagdo de uma concentragdo de 8 pg/mL para este antibiético.

4.2. Avaliacdo de diferentes protocolos de transformagéo natural

4.2.1. Transformagao natural em meio solido

De modo a verificar se A. butzleri é naturalmente transformavel, nomeadamente por métodos de
transformacgéo descritos para outros microrganismos, como C. coli, C. jejuni e H. pylori (Israel et al.,
2000; Vegge et al., 2012; Wang & Taylor, 1990), foi utilizada como estirpe recetora A. butzleri DQ40A1
e como material genético dador o gDNA da estirpe de A. butzleri AB28/11 (com resisténcia a

ciprofloxacina associada a uma mutac¢éo pontual C254T na regido QRDR do gene gyrA).

Inicialmente foram testados os métodos de transformacédo em meio sélido A, B e C descritos no ponto
3.5.1, sendo que todos os ensaios foram realizados a 37°C, sob condi¢cdes de microaerofilia. Nao foi
possivel transformar A. butzleri pelos métodos A e B de transformacao natural em meio sélido. Para
estes métodos foi estabelecida a utilizacdo de meio TSA, tal como descrito no método de transformacao
utilizado em H. pylori (Israel et al., 2000) e porque também é um meio de cultura vulgarmente utilizado
para crescimento de A. butzleri (Ferreira et al., 2018). A utilizacdo do método de transformacéo C,
guando usando meio BA, foi possivel transformar A. butzleri tendo-se obtido uma frequéncia de
transformacdo para a estirpe de A. butzleri DQ40A1 a 37°C e sob condigdes de microaerofilia de
1,12x10° + 6,81x10° transformantes (UFC)/ (ug DNA x UFC totais). A frequéncia de transformacéo
obtida é inferior aos valores obtidos para C. coli (~10%), C. jejuni (~10%) (Wang & Taylor, 1990) e H.

pylori (~1,3x10%) (Israel et al., 2000), pelos protocolos usados no métodos A e B.

Através do método utilizado por Silva (2017), método C, foi possivel validar que A. butzleri é
naturalmente transformavel. Foi ainda possivel, com a utilizacdo deste método, estabelecer um periodo
de incubacéo para o qual se obtém o numero méximo de mutantes. Por observacéo da figura 4.1, onde
se encontra apresentado o nimero de transformantes (UFC)/mL em fun¢&o do tempo de incubacéo,
verifica-se que entre as 96 e as 120 horas, ou seja, entre 4 e 5 dias de incubacdo, o nimero de
transformantes (UFC)/mL nao varia. O tempo de incubac¢éo para obtencéo de transformantes esta de
acordo com o descrito para outros microrganismos de familias proximas de A. butzleri, como é o caso
de H. pylori, onde séo utilizados 4 dias de incubacéo (Israel et al., 2000). De modo a garantir a obtencao
do maximo de transformantes no processo, neste trabalho estabeleceu-se o periodo de incubacao fixo
de 120 horas.
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Figura 4.1. Representacgéo grafica dos transformantes (UFC)/mL em funcdo do tempo de incubagéo, utilizando o
método C de transformacé&o natural em meio sélido a 37°C e sob condi¢des de microaerofilia. Resultados mostram
a médiatdesvio padrao de trés ensaios independentes, realizados para cada periodo de incubacéo.

Na avaliagdo do método C analisou-se ainda a influéncia do meio de cultura utilizado na transformagéo
natural, verificando-se que com a substituicdo do meio BA pelo meio TSA deixa de ser possivel obter
transformantes de A. butzleri. Assim, o facto de n&do ocorrer transformacdo em meio TSA e por outro
lado, a mesma se verificar com a utilizacdo de BA, podera indicar que a constituicdo do meio tem
influéncia no processo de obtencédo de transformantes. A influéncia da composicdo dos meios usados
para transformacao natural est4 descrita para outras bactérias de Gram-negativo, tais como bactérias
do género Aeromonas, bem como para a espécie Azotobacter vinelandiil, em que a presenca de
determinados componentes influéncia o processo de transformacéo (Huddleston et al., 2013; Page &
Sadoff, 1976). De facto, em bactérias de Gram-negativo como Histophilus somni, a frequéncia de
transformacé@o € melhorada quando o meio possui adenosina ciclica monofosfato (CAMP- do inglés
cyclic adenosine monophosphate) (Shah et al., 2014). Também para Acinetobacter calcoaceticus e
Myxococcus xanthus, a frequéncia de transformacdo € influenciada pela presenca de catides
divalentes, no meio de cultura, que contribuem positivamente para o processo de transformacao
(Palmen et al., 1993; Wang et al., 2011). A presenca de ides no meio, por exemplo, influencia inclusive
a transformacdo em bactérias de Gram-positivo como Bacillus subtilis (Romanowski et al., 1993). A
presenca de ifes carregados positivamente destabiliza a superficie da parede que se encontra
carregada negativamente, facilitando como consequéncia a passagem do material genético (Asif et al.,
2017). Estas observacdes sao indicativas de que determinados constituintes do meio de cultura, podem
influenciar o processo de transformacéo. No caso do presente estudo, os resultados obtidos sugerem
gue 0 meio BA possui ha sua constituicdo, um ou mais componente(s) que ndo existe no meio TSA, e
gue desencadeia o estado de competéncia em A. butzleri. Uma vez que se tratam de meios complexos,
com uma constituicdo relativamente semelhante, pode-se sugerir que o(s) componente(s) podem
encontrar-se ou no sangue adicionado, ou mesmo no extrato de carne que se encontra na composicao

do meio BA e que ndo esta presente no meio TSA.
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Também as condi¢cbes usadas para a transformacao podem desempenhar um papel importante na
obtencdo de transformantes, podendo este processo ser influenciado ndo sé pelos nutrientes
disponiveis, como pelo perfil genético das estirpes, mas também pela fase de crescimento, condi¢bes
de incubacéo, ou mesmo tipo de material genético adicionado (Huddleston et al., 2013; Sikorski et al.,
2002; Vegge et al., 2012). Considerando isto, existem diversos parametros que devem ser avaliados

para melhor compreender o processo de transformacé&o natural em A. butzleri.

4.2.1.1. Influéncia da temperatura e condi¢cbes atmosféricas na

transformacgéo natural

O processo de transformacdo natural, caracteriza-se por ocorrer sob condigces normais de
crescimento, no entanto, esta pode ser influenciada por fatores externos (Liu et al., 2014). A
temperatura e as condicoes atmosféricas, sédo dois dos fatores que influenciam ndo sé o crescimento
microbiano como também a frequéncia de transformacéo. De facto, em bactérias de Gram-negativo,
tais como, A. vinelandii (Page & Sadoff, 1976), Vibrio sp. (Frischer et al., 1993) e C. jejuni (Vegge et al.,
2012), a temperatura e as condicdes atmosféricas sdo dois dos principais fatores com impacto na
frequéncia de transformacdo destes microrganismos. Nas bactérias referidas anteriormente por
exemplo, a transformacao é favorecida quando é realizada sob as condi¢cfes 6timas de crescimento do
microrganismo, no entanto as frequéncias de transformacéao obtidas, podem variar dentro dos intervalos
6timos de crescimento. Assim, é importante avaliar a influéncia destes pardmetros na competéncia
natural de A. butzleri, com a finalidade de se esclarecer quais as melhores condi¢des para transformar

esta bactéria.

Para esclarecer acerca da influéncia da temperatura de incubacéo e das condi¢bes atmosféricas no
processo de transformacéo, foram testadas as duas temperaturas e duas condi¢des atmosféricas, para
as gquais ocorre crescimento de A. butzleri, através do método de transformacgéo C e a semelhanga do
gue foi realizado por outros autores para C. jejuni (Vegge et al., 2012). Assim, foram testadas as
temperaturas de 30 e 37°C e as condi¢Bes atmosféricas de microaerdfilia e aerobiose. Os resultados
das frequéncias de transformac&o obtidos, para cada condi¢édo, encontram-se apresentados na tabela
4.2.
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Tabela 4.2. Frequéncia de transformacéo, em transformantes (UFC)/ (ug DNA x UFC totais), obtida para a estirpe

de Arcobacter butzleri DQ40A1 a temperatura e condi¢des atmosféricas variaveis.

Nivel de oxigénio
Temperatura i i _
Aerobiose Microaerofilia
30°C 3,78x10° + 7,22x1010 2,08x10° + 1,76x10°
37°C NT 1,12x10° + 6,81x10°®

NT- N&o transformavel

Através dos resultados obtidos é possivel constatar que a maior frequéncia de transformacéo média foi
atingida utilizando uma temperatura de 30°C e uma atmosfera de microaerofilia, no entanto obtendo-
se valores muito proximos quando o protocolo de transformacao foi realizado a 37°C, mas em
microaerdfilia. Verificando-se assim que o efeito da temperatura em A. butzleri, tem um menor impacto
no processo de transformacao natural do que as condi¢cdes atmosféricas. Em C. jejuni, por exemplo, o
processo de transformacéo ocorre tanto em condi¢cBes de aerobiose, como de microaerofilia, no entanto
€ a temperatura que tem maior influéncia sob a frequéncia de transformacédo, uma vez que a reducao
da temperatura, tem como consequéncia uma reducao drastica da transformacéo, quando comparada
com a alteracdo da condicBes atmosféricas (Vegge et al.,, 2012). A temperatura e as condicbes
atmosféricas, sdo assim dois dos parametros que podem influenciar a frequéncia de transformacao. A.
butzleri quando comparado com C. jejuni, para o qual uma temperatura de 42°C promove um aumento
consideravel do numero de transformantes, necessita de uma temperatura mais baixa para atingir a
sua frequéncia de transformacdo mais elevada. Por outro lado, a temperatura de 37°C e a uma
atmosfera de aerobiose, ndo foi possivel obter transformantes, o que sugere que nestas condicdes A.
butzleri ndo é naturalmente transformavel.

Assim, as condic¢des de incubacéo a 30°C e uma atmosfera de microaerdfilia, identificadas como sendo
as mais favoraveis para a transformacéo em A. butzleri obtidas neste ensaio, foram utilizadas para os

restantes ensaios realizados durante este estudo.

4.2.1.2. Frequéncias de transformacdo num grupo de estirpes de

Arcobacter butzleri

Apobs se ter confirmado que a estirpe de A. butzleri DQ40AL1 é naturalmente transformavel e que a maior
frequéncia de transformacgdo € obtida a temperatura de 30°C e sob condi¢des de microaerofilia,
procedeu-se a avaliagdo da capacidade de transformac&@o natural de outras estirpes nas condicdes
definidas como ¢timas. Para tal foi utilizado o método C de transformagdo em meio sélido e as
frequéncias de transformacao de cada estirpe registadas, encontrando-se representadas na tabela 4.3.
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Tabela 4.3. Frequéncias de transformacdo obtidas para as diferentes estirpes de Arcobacter butzleri,
transformadas com o gDNA da estirpe AB28/11.

) ) Frequéncia de transformagéo (transformantes
Estirpe de A. butzleri _
(UFC)/ (g DNA x UFC totais))

AB22/11 NT
AB45/11 2,13x108 + 3,07x10°
CR113-2 3,61x10% + 2,29x10°®
DQ40A1 2,08x10° + 1,76x10°

2003/1426 1,13x10°+ 1,08x10°°

NT- N&o transformavel

Pelas frequéncias de transformacéo obtidas é possivel constatar que a estirpe de A. butzleri DQ40A1
€ a que apresenta uma frequéncia de transformacédo mais elevada. De entre as cinco estirpes de A.
butzleri estudadas, através do método de transformacdo C, quatro das cinco estirpes de A. butzleri
testadas foram naturalmente transformaveis, apresentando valores de frequéncia de transformacao
entre 2,13x108 e 2,08x10°° transformantes (UFC)/ (ug DNA x UFC totais).

A frequéncia de transformacédo é variavel entre espécies, mas também entre estirpes. Os valores de
frequéncia de transformacédo de diversas bactérias de Gram-negativo, como € o caso de Chlorobium
tepidum (~107) (Frigaard & Bryant, 2001), Methanococcus voltae (~10%) (Bertani & Baresi, 1987) e
Pseudomonas stutzeri (~10°) (Carlson et al., 1983) s&o bastante dispares. No entanto, 0 mesmo se
observa entre estirpes, por exemplo, no trabalho de Kim et al. (2006), verificou-se que dependendo da
origem da estirpe, a frequéncia de transformacdo obtida poderia diferir entre 10° e 108, ou algumas
estirpes ndo eram mesmo transformaveis, devendo-se possivelmente ao fato de serem geneticamente

diferentes, e também a necessidade de requerimentos especificos para serem transformaveis.

O facto de ocorrer variagdo nas frequéncias dependendo do microrganismo que se considera bem
como da estirpe que se utiliza, encontra-se, ndo s6 descrito para C. coli mas também para Legionella
pneumophila, onde as estirpes testadas isoladas a partir de um surto ocorrido apresentavam
frequéncias de transformacao distintas (Juan et al., 2015). A variacdo da frequéncia, em funcédo da
origem encontra-se também descrita para Haemophilus influenzae, onde foram testados 35 isolados
cujo nimero de colénias transformadas variaram dependendo da origem da estirpe (Maughan &
Redfield, 2009). Em P. stutzeri, a transformacao natural foi avaliada em 120 estirpes provenientes de
uma amostra de solo, onde as estirpes apresentavam diferentes distancias genéticas, tendo-se
observado variacdes nas frequéncias de transformagéo obtidas, e onde apenas 43 dos isolados eram
naturalmente transformaveis (Sikorski et al., 2002). Neste estudo, o valor de frequéncia de
transformacg&o mais baixo foi obtido para a estirpe de A. butzleri AB45/11, a qual foi isolada do mesmo
local e no mesmo dia da estirpe AB22/11. Nas condig¢8es testadas néo foi possivel obter transformacao
para a estirpe de A. butzleri AB22/11, o que indica que dentro da espécie A. butzleri poderéo existir
outras estirpes que ndo apresentam competéncia natural. No entanto, para poder tirar conclusdes
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acerca de uma possivel associacdo da origem da estirpe com a competéncia natural, teriam de ser

realizados estudos com mais isolados.

Considerando que o valor de frequéncia de transformacao mais elevado foi obtido para a estirpe de A.

butzleri DQ40AL1 foi estabelecido o seu uso como estirpe de referéncia para ensaios posteriores.

4.2.2. Transformagao natural em meio liquido

A utilizagdo de um protocolo de transformac@o em meio soélido dificulta a avaliacdo da influéncia de
diversos parametros neste processo. A utilizagdo de meio liquido na transformacgdo em C. jejuni, por
exemplo, permitiu avaliar para@metros como a fase de crescimento e em que medida estes afetavam a
frequéncia de transformacao (Wilson et al., 2003), parametro que € mais dificil de controlar em meio
sélido. Assim, com o objetivo de testar quais os parametros que podem influenciar a transformacéo
natural de A. butzleri, houve necessidade de estabelecer um protocolo que permitisse padronizar e
manipular os mesmos. Para tal, procedeu-se a avaliacdo da capacidade de transformacdo deste
microrganismo em meio liquido, estudando diferentes temperaturas e diferentes composicdes do meio
de transformacédo. Assim, considerando que em meio sélido se verificou uma influéncia da composicao
do meio de cultura na transformagéo de A. butzleri, avaliaram-se diferentes composi¢cdes de meio
liquido, sendo a transformacéo realizada nos meios de cultura TSB, TSB suplementado com 0,4% de
extrato de levedura, TSB suplementado com 5% de soro fetal bovino e em meio BHI. Neste ensaio
foram testadas as temperaturas de 30°C e 37°C. Apé6s o crescimento nos meios de cultura liquidos,
foram transferidas para placas contendo o meio seletivo sélido correspondente. A transformacéo da
estirpe de A. butzleri DQ40Al1 apenas se verificou ocorrer em um de entre 0s trés ensaios
independentes realizados, com uma frequéncia de transformacédo de 7,23x10° transformantes (UFC)/
(ug DNA x UFC totais), no ensaio realizado a temperatura de 30°C e usando o meio de cultura TSB.
Nos restantes ensaios, a frequéncia de transformacao obtida encontrava-se abaixo do limite de detecéo
para este método nédo tendo por esse motivo sido considerada. A frequéncia de transformacéo obtida
em meio liquido encontra-se entdo muito abaixo do obtido para A. butzleri DQ40A1 quando usando um
protocolo em meio sélido (método C). Como ja referido para bactérias de Gram-negativo e também no
caso de bactérias de Gram-positivo, como por exemplo para B. subtilis, foi verificado que a composicao
do meio de transformacéo tem influéncia na frequéncia de transformacdo obtida (Brautigam et al.,
1997). Em H. influenzae, por exemplo, apesar de ndo se conhecer o fator que desencadeia a
competéncia, esta € desenvolvida quando ha limitac@o de nutrientes no meio, podendo assim uma das
cadeias de DNA servir como fonte de carbono, sendo a outra incorporada (Murphy et al., 2011). Para
outros microrganismos e a semelhanc¢a do que parece ocorrer em A. butzleri, H. somni e A. baylyi sdo
transforméveis quando existem determinados nutrientes no meio, nomeadamente cAMP e produtos da
degradagcdo de células, respetivamente, indicando que a sua presenca pode estimular o

desenvolvimento de competéncia (Pontiroli et al., 2009; Shah et al., 2014).

A transformagdo em meio liquido, a diferentes temperaturas, permitiu também concluir que esta tem

influéncia na frequéncia de transformacao obtida, suportando os resultados obtidos no ponto 4.2.1.1 e
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estando de acordo com o descrito tanto para bactérias de Gram-positivo como B. subtilis (Dubnau,
1991), como para de Gram-negativo como C. jejuni (Vegge et al., 2012). E ainda de salientar e de
acordo com os resultados anteriores, que a melhor temperatura para a transformacao em A. butzleri é
30°C.

Os baixos valores de frequéncia de transformac&o e inconstancia de resultados obtidos por este método
dificultariam a avaliacdo da influéncia de alguns pardmetros neste processo, assim com o objetivo de
estabelecer um protocolo que permita a obtencdo de frequéncias de transformacdo de A. butzleri
semelhantes as alcancadas pelo método C e que ainda permitisse retirar uma amostra mais
homogénea do in6culo aguando da passagem do mesmo para placas seletivas, prosseguiu-se com a

avaliacdo da transformacéo natural usando um sistema bifasico.

4.2.3. Transformagdo em sistema bifasico

O sistema bifasico envolve a utilizacdo de meios solido e meio liquido, sendo utilizado para estudos de
transformacéo natural (Vegge et al., 2012). Na avaliagcdo do processo de transformacdo natural em
espécies de Campylobacter, o sistema bifasico foi ja usado para avaliar a cinética de transformacéo, o
efeito da fase de crescimento na frequéncia de transformacdo, bem como analisar o efeito da

temperatura e da atmosfera na transformacao (Vegge et al., 2012; Wang & Taylor, 1990).

Inicialmente este ensaio foi realizado em meio TSB, juntamente com TSA, no entanto, e a semelhanca
do que aconteceu noutros ensaios de transformacéo anteriores, com estes meios de cultura ndo foi
possivel obter transformantes. Como a composi¢cao do meio de cultura, logo de nutrientes disponiveis,
parece ter influéncia neste processo, avaliou-se a utilizacdo de BA como meio sélido, mantendo-se
como meio liquido o TSB. Assim foi possivel transformar A. butzleri em sistema bifasico, tendo-se obtido
uma frequéncia de transformacdo de 7,64x107 + 7,47x107 transformantes (UFC)/ (ug DNA x UFC
totais). A frequéncia de transformacéo obtida, apesar de ser inferior a atingida pelo método C em meio
solido para esta estirpe, aponta este método de transformacdo como eficaz, sendo possivel com o
mesmo obter transformados num curto espago de tempo. A diferenca de resultados obtidos com ambos
0S meios testados, suportam mais uma vez a hipétese de que o meio BA, podera possuir na sua
constituicdo um elemento que desencadeia a competéncia. Como referido anteriormente o constituinte
gue desencadeia a competéncia podera estar presente no sangue adicionado ou mesmo no extrato de
carne que faz parte da composicao da base do meio BA. Este protocolo possibilita também a avaliagao
de condic¢des, que ndo seriam possiveis de ser testadas em meio sélido, como por exemplo controlar
a concentracdo de UFC/mL adicionadas no inicio do processo de transformacgédo. Assim para ensaios

posteriores foi estabelecido a utilizacao deste método para transformar a estirpe de A. butzleri DQ40AL.

4.3. Frequénciade transformacdo em funcdo de DNA de diferentes origens

Inicialmente os ensaios de transformacéo foram realizados usando gDNA da estirpe de A. butzleri
AB28/11 como material genético dador, em condi¢ges normais de crescimento, as estirpes bacterianas
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encontram-se em contacto com diferentes materiais genéticos de diferentes estirpes ou espécies, bem
como fragmentos provenientes da degradacdo do mesmo. Com o objetivo de verificar de que modo o
tipo de material genético influencia a transformagéo natural, utilizou-se A. butzleri DQ40A1 como estirpe
recetora e diferentes materiais genéticos. O material genético utilizado consistiu em gDNA proveniente
de diferentes estirpes dadoras de A. butzleri, bem como de uma espécie diferente (C. coli), que
possuiam diferentes determinantes de resisténcia. Estes determinantes consistiam numa mutacao
pontual na regiao QRDR do gene gyrA que confere resisténcia a ciprofloxacina (Gonzalez et al., 2017;
Van den Abeele et al., 2016), uma cassete de resisténcia a canamicina (Silva, 2017) e uma cassete de
resisténcia a gentamicina (Duarte et al., 2014), no Ultimo caso proveniente de uma espécie dadora
diferente da espécie recetora. Para além disto, foram utilizados fragmentos de diferentes tamanhos
contendo os determinantes de resisténcia ja referidos. Estes fragmentos resultaram da amplificacao
através da técnica de PCR da QRDR do gene gyrA (344 pb), da amplificacdo de uma regido a montante
e a jusante da QRDR do gene da gyrA (1410pb), bem como de uma sequéncia portadora da cassete
de resisténcia a canamicina (1638pb). O tamanho dos fragmentos obtidos foi confirmado por

eletroforese em gel de agarose.

As frequéncias de transformacédo obtidas com cada um dos materiais genéticos, foram registadas e as

mesmas encontram-se representadas na figura 4.2.
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Figura 4.2. Frequéncia de transformagdo da estirpe Arcobacter butzleri DQ40A1l com material genético de
diferentes origens, em sistema bifasico em meio BA a 30°C e atmosfera de microaerofilia. Resultados mostram a
médiatdesvio padrdo de trés ensaios independentes, para cada tipo de material genético.

Através deste método foi possivel verificar que A. butzleri se demonstrou naturalmente transformével
com material genético proveniente da mesma espécie bacteriana, independentemente do tipo de
material genético utilizado. Quando comparando a transformacdo com os fragmentos de PCR, foi
possivel constatar que quanto maior € o fragmento utilizado maior € a frequéncia de transformacéo
obtida.

O tamanho do material genético que se encontra ho meio € um dos parametros que foi descrito como
tendo influéncia na frequéncia de transformacao natural, para outros microrganismos, sendo exemplos
as espécies Ralstonia solanacearum e Xylella fastidiosa (Coupat et al., 2008; Kung et al., 2013). A
existéncia de homologia entre sequéncias permite a troca de uma fracdo das cadeias de DNA do
microrganismo com uma das cadeias do material genético incorporado, podendo a diminui¢cdo do
tamanho de fragmento ser associado a um decréscimo da regido homéloga ao DNA da estirpe recetora,
e por sua vez a reducao da transformacéo (De Vries et al., 2001). De facto, em Acinetobacter baylyi a
diminuicdo das zonas com homologia ao gDNA, nos fragmentos utilizados, demonstrou provocar uma
diminuicdo na frequéncia de transformacgdo desta bactéria (Simpson et al., 2007). Neste estudo
verificou-se que a maior frequéncia de transformacéo (8,49x10°%+ 5,41x10°° transformantes (UFC)/ (ug
DNA x UFC totais)) se obteve quando se utilizou gDNA isogénico da estirpe de A. butzleri

DQ40A1AcmeB como material genético dador comparativamente com os valores obtidos no caso de
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utilizacdo de gDNA das estirpes AB28/11 (7,64x107 + 7,47x107 transformantes (UFC)/ (ug DNA x UFC
totais) e CR113-2AcmeB (2,59x107 + 5,12x10°8 transformantes (UFC)/ (ug DNA x UFC totais)). Outro
fator que apoia a hipétese de que a redugéo do tamanho do material genético leva a reducéo da regido
homdloga e a ocorréncia de uma diminuicdo da frequéncia de transformacdo, séo os valores de
frequéncia obtidos entre cada fragmento de PCR e respetivo gDNA. Para os fragmentos de PCR
obtidos a partir do gDNA da estirpe AB28/11 foram obtidas frequéncias de transformac&o de 7,80x10°
+3,71x10° transformantes (UFC)/ (ug DNA x UFC totais) para o fragmento de 344 pb, e de 7,85x108 +
1,13x10°® transformantes (UFC)/ (ug DNA x UFC totais) para o fragmento de 1410 pb, valores inferiores,
guando comparando com os obtidos aos do respetivo gDNA (7,64x107 + 7,47x107 transformantes
(UFC)/ (ug DNA x UFC totais)). A influéncia do tamanho do material genético verifica-se também para
o fragmento de PCR de 1638 pb obtido a partir do gDNA da estirpe de A. butzleri DQ40A1AcmeB, em
gue foi obtida uma frequéncia de 3,96x107 + 3,54x10 transformantes (UFC)/ (ug DNA x UFC totais),
valor inferior ao obtido quando comparando com o respetivo gDNA (8,49x10% + 5,41x10°
transformantes (UFC)/ (ug DNA x UFC totais). Os resultados obtidos podem indicar que gquanto maior
homologia entre as sequéncias incorporadas e o genoma bacteriano, maior a probabilidade de
hibridizar com o genoma bacteriano e consequentemente maior € a frequéncia de transformacéao obtida.
Quando foi utilizado gDNA de uma espécie diferente, como o gDNA da estirpe de C. coli 873, contendo
uma cassete de resisténcia a gentamicina, ndo foi possivel obter transformantes, indicando que a
transformacdo natural pode ser especifica para a espécie, mas ndo para a estirpe. Também num
trabalho similar realizado para C. jejuni foi demonstrado que a adicdo de concentracdes crescentes de
gDNA de outra espécie (naquele caso A. butzleri), ndo originou a obtencdo de transformantes (Vegge

et al., 2012), comportamento similar ao obtido neste estudo para A. butzleri.

Outro fator importante a ter em conta nas frequéncias de transformacéo obtidas, € a existéncia de
DNases. Em A. baylyi tem que existir alguma homologia entre a sequéncia incorporada e o genoma
bacteriano para que o material genético incorporado ndo seja degradado (Harms et al., 2007). Quando
nao existe homologia entre as sequéncias incorporadas e o genoma bacteriano é expectavel que haja
uma diminui¢do dos transformantes, o que pode ser explicado pela existéncia de DNases que por ndo
reconhecerem a sequéncia incorporada como pertencente ao genoma bacteriano, e assim procedem
a sua degradacéo (Jeltsch, 2003).

Dado que a frequéncia de transformacdo mais elevada foi obtida com gDNA da estirpe de A. butzleri
DQ40A1AcmeB, este foi o material genético utilizado para os restantes ensaios de avaliacdo da

transformacao.

4.4. Curva de crescimento das estirpes de Arcobacter butzleri DQ40A1l e
DQ40A1AcmeB

Um dos materiais genéticos dadores que foi avaliado foi o gDNA da estirpe de A. butzleri
DQ40A1AcmeB. Esta estirpe possui uma cassete de resisténcia a canamicina interrompendo o gene

cmeB. A presenca desta cassete de resisténcia ou a interrupcdo do gene podem influenciar o
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crescimento do microrganismo quando comparado com a estirpe nativa e assim influenciar a frequéncia
de transformacéo. Assim, houve a necessidade de verificar o efeito da alteragdo genética no
crescimento bacteriano e consequentemente na frequéncia de transformac&o, com o objetivo de validar
a utilizacdo deste material genético para ensaios futuros. O efeito das alteracbes genéticas no
crescimento foi avaliado através da realizacdo de curvas de crescimento da estirpe de A. butzleri
DQ40A1AcmeB e da respetiva estirpe nativa DQ40A1 em meio de cultura TSB a 30°C e sob uma
atmosfera de microaerofilia. O crescimento de ambas as estirpes ocorreu paralelamente e as DOs20nm
foram registadas ao longo do tempo, encontrando-se as mesmas representadas na figura 4.3.
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Figura 4.3. Curva de crescimento das estirpes de Arcobacter butzleri DQ40A1 e DQ40A1AcmeB. Resultados
mostram a médiatdesvio padréo de trés ensaios independentes.

Por avaliacdo dos perfis obtidos ndo foram observadas varia¢des significativas para as curvas de
crescimento, indicando que a introducdo da cassete de resisténcia a canamicina ndo afeta o
crescimento. Assim, pode estabelecer-se a utilizagdo do gDNA da estirpe DQ40A1AcmeB para ensaios
posteriores, uma vez que, quando se compara 0 crescimento de ambas as estirpes nas mesmas

condig¢Bes, ndo se verificam alteragcdes no padrdo de crescimento.

Apesar de em trabalhos anteriores, como o de Melnyk et al. (2015), se ter verificado que o ganho de
resisténcia pelos microrganismos tem um custo de adaptacdo associado, uma vez que o ganho de
resisténcia a antibiéticos inibe por vezes processos celulares importantes (Melnyk et al., 2015). Tal ndo
se verificou no presente estudo, em que a insercdo da cassete que confere resisténcia a canamicina
na estirpe DQ40A1AcmeB, ndo levou alteragBes no seu crescimento. Também, como reportado por
Ferreira et al. (2018), a mutagdo pontual que confere resisténcia a ciprofloxacina, ndo influencia o
crescimento de A. butzleri, ndo sendo esta responsavel pela menor frequéncia de transformacao
observada (Figura 4.2.). A resisténcia a ciprofloxacina em A. butzleri encontra-se normalmente
associada a uma mutagdo pontual C254T na regido QRDR do gene gyrA (Gonzalez et al., 2017; Van
den Abeele et al.,, 2016). Isto significa que em determinadas concentracbes de antibidticos os

transformantes selecionados poderiam néo sé derivar do processo de transformacao natural, como
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também de mutacBes espontdneas que ocorressem. Assim, a utilizacdo do gDNA da estirpe
DQ40A1AcmeB elimina a probabilidade de a selecéo ser feita por ocorréncia de mutacdes espontaneas
e garante que os transformantes obtidos, sejam provenientes apenas do processo de transformacéo

natural.

4.5. Curvade saturacdo de material genético

Com o objetivo de se determinar a partir de que concentracéo de DNA é atingido o nimero maximo de
transformantes, foi estudado de seguida a influéncia da concentracdo de material genético adicionado
para transformar a estirpe de A. butzleri DQ40A1. Assim, foram testadas varias concentragfes de gDNA
da estirpe de A. butzleri DQ40A1AcmeB, sendo o nimero de transformantes registado em funcao da
concentracdo de gDNA usado, como representado na figura 4.4.
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Figura 4.4. Transformacéo de Arcobacter butzleri com concentragdes crescentes (10- 2000 ng) de gDNA isogénico
proveniente da estirpe de Arcobacter butzleri DQ40A1AcmeB. Resultados mostram a média+desvio padréo de trés
ensaios independentes, para cada concentracéo de gDNA.

Através da figura 4.4 pode verificar-se que o nimero de transformantes (UFC)/ UFC totais aumenta
com o aumento da concentracdo de material genético adicionado, sendo atingido um ndmero maximo
com a utilizagdo de 1 pg de gDNA. Esta concentragdo esta de acordo com o que se encontra descrito,
para outras bactérias de Gram-negativo como € o caso de Actinobacillus actinomycetemcomitans, C.
coli e C. jejuni que também necessitam de cerca de 1 pg de DNA para que seja atingido o maior niUmero
de transformantes (Wang et al., 2002; Wang & Taylor, 1990). E possivel também observar que mesmo
com o aumento da concentracdo de material genético utilizado, a eficiéncia de transformagéo mantém-
se, 0 que indica que a utilizacdo de 1 pg de gDNA ¢€ suficiente para transformar uma por¢éo de células
na transformacdo. Por compara¢do com outros microrganismos como é o caso de H. pylori que
necessita de aproximadamente 6 ng de gDNA, A. butzleri necessita de uma concentra¢éo mais elevada

de material genético para que se atinja o nimero maximo de transformantes. Para A. calcoaceticus,
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por exemplo sdo também necessarios 1-2 pg de gDNA, para que se atinja a frequéncia de
transformacdo maxima (Palmen et al., 1993), a semelhanca do que acontece para A. butzleri. Este
resultado permitiu assim concluir que, dependendo do microrganismo que € considerado, a
concentracao de material genético, para que ocorra transformacéo, varia significativamente, sendo por

isso um parametro que deve ser estudado para cada caso.

4.6. Frequéncia de transformacgéo de acordo com a fase de crescimento

A fase de crescimento para muitas bactérias de Gram-negativo, como por exemplo bactérias do género
Aeromonas, bem como as espécies A. baylyi, H. influenza, H. pylori e C. jejuni, tem influéncia no
processo de transformacdo natural, sendo um fator variavel consoante a bactéria em estudo
(Huddleston et al., 2013; Utnes et al., 2015; Baltrus & Guillemin, 2006; Stewart & Carlson, 1986; Vegge
et al., 2012). Para o género Aeromonas, a competéncia é desenvolvida no fim da fase estacionaria
(Huddleston et al., 2013), no entanto para outros microrganismos, tais como A. vinelandii, a
competéncia mantém-se apenas na fase exponencial de crescimento, durante um curto periodo de
tempo e em C. jejuni a competéncia desenvolve-se entre as fases exponencial e estacionaria de
crescimento (Page & Sadoff, 1976; Vegge et al., 2012). Em fun¢éo do microrganismo que se considera,
a obtencdo de um maior niumero de transformantes depende assim da fase de crescimento onde estes
se encontram.

Assim, dependendo do microrganismo em estudo, o protocolo de transformacédo usado deve ser
adequado a fase de crescimento do microrganismo, bem como a fase em que é desencadeada a
competéncia. Em qualquer dos casos, o processo de transformacédo tem que ser adaptado de modo a
gue a adicdo do material genético seja realizada na fase de crescimento em que as células se
encontram em competéncia, com o objetivo de obter um maior nimero de transformantes. A fase de
crescimento bem como o estudo cinético, foram assim, considerados dois dos parametros para estudo
em A. butzleri, de modo a avaliar em que fase de crescimento esta bactéria desenvolve competéncia,

bem como averiguar durante quanto tempo esta se mantém.

No protocolo inicialmente testado para sistema bifasico, as células provenientes de um crescimento
prévio em placa foram usadas para fazer suspensdo em TSB, a sua DOs20nm ajustada para obter 5x108
UFC/mL e posteriormente transferidas para tubos contendo 1,5 mL de meio BA e incubadas durante 6
horas antes de Ihes ser adicionado o material genético dador. Assim, com o objetivo de avaliar o papel
da fase de crescimento na frequéncia de transformacéo, foram testados diferentes periodos de
incubacao antes da adicao do gDNA, tendo-se testado 2, 4, 6 e 12 horas de crescimento. Com o objetivo
de avaliar a fase de crescimento em que as células se encontravam antes da adicdo do material
genético foram retiradas amostras no inéculo ao longo do tempo, sendo estas transferidas para placas
com meio ndo seletivo para contagem das UFC totais/mL. A frequéncia de transformacéo foi calculada

para cada periodo de incubacao e os resultados encontram-se apresentados na figura 4.5.
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Figura 4.5. Transformacédo em fungéo da fase de crescimento. A curva representa as UFC totais/mL em funcéo
do tempo. As colunas representam a frequéncia de transformacé@o em funcdo do tempo de incubagéo prévio a
adicéo de gDNA da estirpe de Arcobacter butzleri DQ40A1AcmeB. Resultados mostram a médiatdesvio padréo
para cada tempo de incubacéo de trés ensaios independentes.

Observando a figura 4.5 é possivel constatar que a frequéncia de transformacéo mais elevada (8,49x10
5+ 5,41x10® transformantes (UFC)/ (LgDNA x UFC totais)) € obtida quando as células foram sujeitas a
um periodo de incubacdo de 6 horas, ao fim das quais foi adicionado o gDNA da estirpe de A. butzleri
DQ40A1AcmeB. No entanto é de notar que as frequéncias de transformacg&o obtidas nos restantes
tempos de incubacéo sdo semelhantes, sendo as 2 horas obtida uma frequéncia de transformacéo de
4,48x10° + 4,72x10°° transformantes (UFC)/ (ugDNA x UFC totais), as 4 h de 2,34x10° + 3,78x10”
transformantes (UFC)/ (ugDNA x UFC totais) e as 12 horas de 4,37x10° + 5,71x10® transformantes
(UFC)/ (LgDNA x UFC totais). Os resultados obtidos permitem concluir que A. butzleri é naturalmente
competente ao longo de todos os tempos estudados. Esta bactéria demonstra assim ser competente
desde a fase exponencial até a fase estacionéria, sendo obtido um pico de frequéncia de transformacao
no inicio da fase estacionaria. Nesta fase, apesar de existirem mais células e menos DNA disponivel
por cada uma, existe um equilibrio entre células que se encontram em morte celular e as que se
continuam a dividir. As 12 horas ainda é possivel obter transformantes, pois as células que incorporam
0 material genético, provavelmente um grande nimero, ja se encontra perto da fase de morte celular,
ao incorporarem e replicarem, apos a morte o material genético contendo o marcador fica disponivel

para transformar as células ainda existentes (Baltrus & Guillemin, 2006).

4.7. Cinética de transformacéo

A cinética de transformacéo é um dos fatores relevantes geralmente avaliado em bactérias de Gram-
negativo tais como o0 género Campylobacter, e as espécies A. calcoaceticus e A.

actinomycetemcomitans (Palmen et al., 1993; Vegge et al., 2012; Wang et al., 2002). Este parametro
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permite avaliar a captura de material genético em funcéo do tempo de exposi¢cdo ao mesmo, bem como
os periodos de incubacao em que o microrganismo € naturalmente competente, tal como realizado para
Campylobacter (Vegge et al., 2012). A captura é avaliada com auxilio a enzima DNase, adicionada a
diferentes tempos de incubacgédo. Para tal, inicialmente foi necesséario confirmar se a enzima tinha a
capacidade de degradar o DNA quando adicionada as células no meio de cultura utilizado no ponto
3.5.3, tendo para isso sido retiradas amostras de: DNA e 100 pg/mL de DNase em agua, de 1 ug de
DNA, do DNA em meio TSB com 100 pg/mL de DNase e por fim DNA em meio de cultura TSB. O
resultado da degradacdo do DNA foi observado através de uma eletroforese em gel de agarose,

encontrando-se os resultados representados na figura 4.6.

Figura 4.6. Eletroforese em gel de agarose para confirmacdo da degradag&o do DNA no meio de cultura utilizado
para transformacgé&o. (1) DNA e 100 pg/mL DNase; (2) DNA; (3) DNA em meio de cultura juntamente com 100
pg/mL de DNase e (4) DNA em meio de cultura.

Assim, foi possivel confirmar através da eletroforese que a enzima tinha a capacidade de degradar o
DNA presente no meio de cultura, sendo entdo estabelecido o seu uso para a avaliacdo da cinética de
transformac&@o. De modo a avaliar o efeito da incorporagdo do DNA ao longo do tempo por A. butzleri,
a captura de gDNA foi parada por adicdo de 100 pg/mL de DNase aos tempos de incubacéo de 0, 15,
30, 60, 180 e 300 minutos de exposi¢cdo de A. butzleri DQ40A1 ao gDNA da estirpe de A. butzleri
DQ40A1AcmeB. Os resultados das frequéncias de transformacéo foram registados para cada tempo

de incubacé@o em que foi adicionada a enzima, encontrando-se representados na figura 4.7.

44



o
®  1.0x10% -

S

2

S 1.0x10% 4

o

[T

2 1.0x107

(2]

[+]

£

£  1.0x10%-

S

%

f=

&  1.0x10% r . r
- 0 100 200 300

Tempo (min)

Figura 4.7. Cinética de transformac&o natural. Transformagdo com gDNA da estirpe de Arcobacter butzleri
DQ40A1AcmeB contendo uma cassete de resisténcia a canamicina. Captura de DNA terminada pela agdo da
DNase em diferentes periodos de incubag&o (0-300 minutos) com o material genético. Resultados correspondem
a trés ensaios independentes.

Através da figura 4.7 é possivel verificar que, a incorporacdo de material genético ocorre
aproximadamente ao fim de 15 minutos de exposicdo. Pode afirmar-se que em A. butzleri a
incorporacdo do material genético € um processo rapido, a semelhanca do que acontece para A.
calcoaceticus, onde os primeiros transformantes sdo obtidos apds 1 minuto de exposicdo ao material
genético (Palmen et al., 1993). E de notar que nimero de transformantes (UFC)/ UFC totais, aumenta
gradualmente ao longo do tempo de exposi¢do ao material genético, & semelhanc¢a do que acontece
para Campylobacter (Vegge et al., 2012) bem como para outras bactérias de Gram-negativo tais como
N. gonorrhoeae (Sparling, 1966) e A. calcoaceticus (Palmen et al., 1993). O maximo de transformantes
(UFC)/ UFC totais é obtido apos 300 minutos de exposi¢éo, tempo que coincide com as 5 horas de
incubacdo com o gDNA no ensaio, porém € possivel obter transformantes em todos os periodos de
incubacdo, obtendo-se um nivel saturante de transformantes entre 60-180 minutos. O fato da
incorporacdo em A. butzleri ser um processo rapido, torna este microrganismo mais susceptivel a

incorporacd@o de material genético.

4.8. Frequéncia de transformacado na presenca de DNA competidor

No meio ambiente, em condi¢cdes normais de crescimento, 0S microrganismos crescem em contacto
com materiais genéticos que séo libertados por outras bactérias, podendo ou ndo incorporar 0 mesmo
no seu genoma. Como anteriormente observado, A. butzleri necessita de uma concentracéo de gDNA
de 1 pg, para obter o maior nimero de transformantes. No entanto, em estudos realizados no género
Campylobacter bem como na espécie A. actinomycetemcomitans, verificou-se que a frequéncia de
transformacéo pode ser afectada pela presenca de material genético proveniente de outras espécies

(Wang et al., 2002; Wang & Taylor, 1990). Com o objetivo de avaliar se existe competicdo por gDNA
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provenientes de outras espécies afectando a frequéncia de transformacao, as células de A. butzleri
DQA40A1 foram transformadas com concentracdes de 10, 100, 500 e 1000 ng de gDNA de A. butzleri
DQ40A1AcmeB, na presenca de 1 pug de gDNA de H. pylori ATCC26695 ou C. jejuni NCTC11168. As

frequéncias de transformag&o obtidas encontram-se registadas na figura 4.8.
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Figura 4.8. Transformacéo da estirpe de Arcobacter butzleri DQ40A1 com concentragdes crescentes (10-1000 ng)
de gDNA da estirpe de Arcobacter butzleri DQ40A1AcmeB na e auséncia ou na presenca de o 1 ug de gDNA de
Helicobacter pylori ou ¢ 1 ug de gDNA de Campylobacter jejuni. A significancia estatistica foi determinada usando
teste ANOVA, sendo considerada significativa para valores de p<0,05. Os resultados mostram a médiatdesvio
padrdo de trés ensaios independentes.

Por observacéo da figura 4.8 é possivel notar que numa fase inicial, ao utilizar-se 1 pg de gDNA de H.
pylori ou C. jejuni e uma concentracdo de 10 ng de gDNA da estirpe de A. butzleri DQ40A1AcmeB, o
numero de transformantes (UFC)/ UFC totais, é superior (1,61x107 + 4,65x10° transformantes (UFC)/
UFC totais em H. pylori e 1,60x107 + 5,45x10°® transformantes (UFC)/ UFC totais em C. jejuni) ao obtido
apenas utilizando 10 ng de gDNA da estirpe DQ40A1AcmeB (5,45x10°8 + 3,96x10°® transformantes
(UFC)/ UFC totais), no entanto ndo sendo estas diferencas significativas (p>0,05). Com o aumento da
concentracdo de material genético da estirpe de A. butzleri DQ40A1AcmeB e mantendo-se constante
a utilizacdo de 1 pg do gDNA das outras espécies, verifica-se que ocorre uma pequena diminui¢cdo da
curva associada a frequéncia de transformacéo. Quando se utiliza 1 pg de gDNA de outras espécies e
se mantém uma concentracdo de 100 ng de gDNA da estirpe DQ40A1AcmeB, a frequéncia de
transformacao diminui significativamente (de 8,39x107 + 2,94x107 transformantes (UFC)/ UFC totais,
para 4,77x107 + 1,25x107 transformantes (UFC)/ UFC totais quando o ensaio € feito em competicéo
com o gDNA de C. jejuni (p=0,03). No entanto qguando se aumenta a concentragéo para 1 ug de gDNA
da estirpe DQ40A1AcmeB foi obtido 8,49x10°® + 5,41x10® transformantes (UFC)/ UFC totais, mas
mantendo 1 pug de gDNA de outras espécies, ocorre uma pequena diminuicdo deste valor, sendo de
3,17x10° + 1,38x10° transformantes (UFC)/ UFC totais, para H. pylori e de 3,82x10° + 2,21x10%
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transformantes (UFC)/ UFC totais, em C. jejuni, no entanto sem significado estatistico (p>0,05). Assim,
apesar de haver uma diminui¢do significativa do nimero de transformantes quando da utilizacdo de
gDNA de C. jejuni, ndo é possivel afirmar que a transformacao € inibida pela adicdo de DNA exdgeno
assim, os resultados obtidos ndo permitem tirar conclusées de que A. butzleri tenha mecanismos de
diferenciacdo de material genético da sua espécie ou sequéncias de reconhecimento especificas. Pode
concluir-se, no entanto, que A. butzleri favorece a captacdo de material genético da sua espécie,
podendo tal como o descrito para outros microrganismos como H. influenzae, ter um mecanismo que

diferencia o material genético de Arcobacter do de outras espécies (Goodgal, 1982).

49. Coculturas bacterianas

A troca de informacédo genética, através da HGT é um fator importante, que permite que determinantes
de resisténcia sejam transmitidos e se disseminem (Van Hoek et al., 2011). E assim importante avaliar
se existe troca de material genético entre coculturas bacterianas, durante o crescimento de A. butzleri.
Como observado anteriormente a incorporacao de determinantes de resisténcia é possivel, desde que
haja material genético contendo os mesmos disponivel no meio extracelular. No entanto, estudos
realizados para outras bactérias, tais como C. jejuni demonstraram que este microrganismo é capaz de
transferir determinantes de resisténcia em coculturas sem a adicdo de material genético no meio de
cultura (Wilson et al., 2003). Esta transferéncia de determinantes de resisténcia, pode ocorrer através
de processos de HGT, permitindo que surjam bactérias multirresistentes, tendo como consequéncia
um aumento do nivel de adaptacéo do microrganismo (Berglund, 2015). Em A. butzleri, no entanto ndo
se sabe se este é capaz de transferir material genético para outras estirpes. Com o intuito de verificar
se A. butzleri, tem a capacidade de transferir gDNA contendo determinantes de resisténcia entre elas
guando em cocultura, as estirpes de A. butzleri 851 e DQ40A1AcmeB, foram colocadas a crescer em
cocultura a semelhanca do que foi realizado para C. jejuni (Jeon et al., 2008). Assim a transferéncia de
material genético ao longo do tempo foi avaliada nos periodos de incubacédo de 0, 3, 8 e 24 horas,
retirando-se amostras a cada um dos tubos dos respetivos tempos de incubag&o. As amostras retiradas
foram plaqueadas em placas de meio BA contendo canamicina (30 pug/mL), ciprofloxacina (4 pg/mL) ou
ambos os antibiéticos. Por fim registaram-se o niUmero de col6nias resistentes a cada antibiético bem
como as coldnias resistentes a ambos. Os resultados obtidos podem ser observados na figura 4.9.
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Figura 4.9. Transferéncia de determinantes de resisténcia em coculturas de Arcobacter butzleri usando as estirpes
de Arcobacter butzleri 851 (com resisténcia a ciprofloxacina associada a uma mutagao na regido QRDR do gene
gyrA) e DQ40A1AcmeB (com uma cassete de resisténcia a canamicina), ao londo dos periodos de incubagéo de
0, 3, 8 e 24 horas. Resultados mostram a médiatdesvio padrédo de trés ensaios independentes.

No ensaio de coculturas realizado, a estirpe de A. butzleri contendo a mutacao pontual que confere
resisténcia a ciprofloxacina, bem como a estirpe que contém a cassete de resisténcia a canamicina
foram colocadas a crescer em cocultura. A transformagdo em cocultura permite ndo sé avaliar a
captacdo, integracdo e expressdo do material genético, tal como ocorre pela utilizacdo de DNA
purificado, mas também a libertacdo de DNA durante o crescimento (Wilson et al., 2003). Com este
ensaio foi possivel observar o aparecimento de coldnias resistentes a ambos os antibiéticos, ao fim de
aproximadamente 3 horas de incubacdo. Por outro lado verifica-se que a concentragcdo de colonias
resistentes a cada um dos antibiéticos individualmente se mantém constante ao longo do tempo. O
aumento de colonias transformadas em cocultura pode ser o resultado da constante libertacdo de DNA
no meio por libertacdo do mesmo por células em crescimento ou por lise celular, de forma similar ao

gue acontece em C. jejuni (Jeon et al., 2008; Wilson et al., 2003).

No entando, apesar do nimero de transformantes aumentar ao longo do tempo, verificando-se que
ocorre HGT e considerando-se que este é o principal processo pelo qual ocorre transferéncia de genes,
ndo € possivel afirmar que este seja 0 Unico mecanismo envolvido na transferéncia de informacao
genética. Neste caso, a HGT pode ser promovida através dos mecanismos de conjugacédo e/ou
transformacé&o natural (Von Wintersdorff et al., 2016). No entanto, é possivel afirmar que em A. butzleri
a transferéncia de material genético entre estirpes pode ser dependente dos processos de
transformacéo natural.
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Capitulo 5- Conclusao

A. butzleri é uma bactéria patogénica emergente, amplamente distribuida em diversos ambientes. A
elevada distribuicdo desta bactéria tem vindo a ser associada a uma elevada diversidade genética, a
qual podera contribuir para a sua elevada capacidade adaptativa. Um dos mecanismos associados a
diversidade genética é a HGT, processo que contribui para a troca de informacao genética intercelular,
e gque pode ser possibilitado pelos mecanismos de conjugacéo, transducéo e transformacgéo natural. A
transformacédo natural € dentro destes considerado o processo mais provavel para explicar como é que
0s microrganismos adquirem material genético de outras estirpes/espécies. Dado que o processo de
transformacgéo natural ndo se encontra estudado para A. butzleri, este trabalho teve como principal
objetivo analisar se esta bactéria é naturalmente transformavel, bem como estudar o efeito de diversos

parametros na transformacao natural desta bactéria.

Assim, neste trabalho foi possivel transformar A. butzleri tendo-se obtido uma frequéncia de
transformacgdo maxima de 10 transformantes por célula recetora, obtidos apds 5 dias de incubacio.
De entre as cinco estirpes testadas quatro demonstraram ser naturalmente transformaveis, com a
frequéncia de transformagéo variando entre 2,13x108 e 2,08x10° transformantes (UFC)/ (ug DNA x

UFC totais), quando usando uma metodologia de transformacgéo em meio solido.

No geral, as melhores condicdes de transformacédo verificaram-se a temperatura de 30°C e sob uma
atmosfera de microaerofilia, onde a frequéncia de transformacdo mais elevada, usando o sistema
bifasico, foi obtida no inicio da fase estacionaria, com a utilizacdo de 1 pug de gDNA isogénico, tendo-
se obtido 8,49x10° + 5,41x10® transformantes (UFC)/ (ug DNA x UFC totais). Esta concentragdo de
gDNA correspondeu a concentracdo saturante para obtencdo do numero maximo de transformantes
(UFC)/ UCF totais. Os resultados deste estudo permitiram ainda constatar que A. butzleri é
naturalmente competente desde a fase exponencial a estaciondria, onde o processo de captura ocorre

antes ou aproximadamente 15 minutos apés a exposi¢cdo ao material genético dador.

Por fim, foi avaliado se ocorria a troca de material genético entre estirpes de A. butzleri em cocultura.
O aparecimento de mutantes resistentes a ambos os antibiéticos utilizados ao fim de aproximadamente
3 horas de incubacéo, valida a hipétese de ocorrer HGT, podendo esta ser dependente do processo de

transformacé&o natural.

Em suma, este estudo veio trazer conhecimento acerca do processo de transformac¢éo natural em A.
butzleri apontando ser este processo uma forma de transferéncia horizontal de genes entre estirpes
desta espécie. O trabalho apresentado pode ainda permitir estabelecer um protocolo que permita
melhorar a investigacdo molecular associada a este microrganismo, permitido por exemplo, a criagao
de mutantes. No entanto, mais estudos dever&o ser realizados de modo a melhorar o conhecimento
acerca da contribuigcdo do processo de transformagé&o natural para a diversidade e adaptacéo genética

desta bactéria.
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Capitulo 6- Perspetivas futuras

Considerando o estudo efetuado relativo a transformacéo natural de A. butzleri bem como a relevancia
deste processo para o aumento da diversidade genética neste microrganismo, mais estudos deverdo
ser realizados com o objetivo de avaliar outros parametros com papel relevante na transferéncia

horizontal de genes via transformacéo natural. Assim, seria importante em trabalhos futuros:

e |dentificar quais os nutrientes que afetam a transformac&o natural de A. butzleri, bem como
analisar do efeito da sua escassez, e de condi¢des limitantes de crescimento;

e Analisar o efeito da degradacdo do material genético dador na transformacao natural;

e Determinar durante quanto tempo A. butzleri se mantém competente apés a entrada na fase
estacionaria;

e Estudar o processo de transformacgdo natural em coculturas, utilizando A. butzleri com outras
espécies bacterianas do mesmo género;

e Avaliar o efeito da presenca de DNA competidor de estirpes de A. butzleri ou de espécies do
mesmo género ou mesmo de outras espécies na captura de material genético;

e Estudar a existéncia das proteinas de competéncia envolvidas no processo de transformacéo
natural em A. butzleri, bem como estudar a sua funcdo no mecanismo de captura e

incorporacdo de material genético.
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Anexos

Anexo 1: Alinhamento do fragmento de 344 pb com o gene da gryA pertencente a estirpe de

Arcobacter butzleri AB28/11 (resistente a ciprofloxacina) com o fragmento de Arcobacter
butzleri RM4018 (NC_009850.1) (suscetivel a ciprofloxacina).

Ab28/11
RM4018

Ab28/11
RM4018

Ab28/11
RM4018

Ab28/11
RM4018

Ab28/11
RM4018

Ab28/11
RM4018

cggattaaagccagttcatagaagaattttatatgcaatgcacgatttaagtattacttc
TGGATTAAAGCCAGTTCATAGAAGAATTTTATATGCAATGCACGATTTAAGTATTACTTC

Kk kA hkk A hhhhkhkrhhhkhhrhhkhkhhhhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkkhkhkhkrrkhhhkrhkkxrkhkkkkhxkx*k

aaaatctgcctataaaaaatctgcaagaattgttggagatgttattggtaaatatcaccc
AAAATCTGCCTATAAAAAATCTGCAAGAATTGTTGGAGATGTTATTGGTAAATATCACCC

Ak Ak kA hhh kA hhkhkhhhhkhkrkhhkhhhkhkhkhhhkhhkhkhkhrhkhkhkhhkhkhkdrhkhhhrhkhxrkhkkhkhxx*x

tcatggagatatttcagtttatgatgcacttgtaagaatggcacaaaatttctctttaag

TCATGGAGATACTTCAGTTTATGATGCACTTGTAAGAATGGCACAAAGTTTCTCTTTAAG
hokkokkkkkkkk Kkokkkkhkkkkkkkhkkkhhkkkkkkkkkkkkkkkokkkk &k kokkokkkkkkk

agctccacttgttgatggacaaggaaactttggttctatcgatggtgataatgcagcgge

AGCTCCACTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGGTTCTATCGATGGTGATAATGCAGCGGC
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NATURAL TRANSFORMATION IN ARCOBACTER BUTZLERI
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ABSTRACT

Arcobacter butzleri is, within the genus Arcobacter, the most often species associated with diarrheal
diseases in humans, as well as, with bacteraemiain a few cases. A. butzleri demonstrates a high genetic
diversity that likely contributes to its high adaptive capacity to different environments. One of the
mechanisms contributing to this genetic diversity may be the horizontal gene transfer through natural
transformation, which is characterized by the absorption, incorporation and functional expression of
exogenous DNA that can occur under natural growth conditions. Aiming to clarify if A. butzleri is naturally
competent for transformation and which factors can influence this process, we tested different
transformation procedures, by using exogenous DNA containing antibiotic resistance markers. We verify
that A. butzleri is naturally transformable with a maximum frequency of 10°° transformants per recipient
cell, obtained after five days of incubation. The optimal conditions for transformation was found in
exponential growing phase by using 1ug of homologous DNA, at 30°C and under a microaerophilic
atmosphere. Also, four strains among the tested strains demonstrated to be natural competent for
transformation. In conclusion, horizontal gene transfer mediated by natural transformation likely

contributes to the genetic diversity of A. butzleri.

Keywords: Natural transformation, Arcobacter butzleri, Horizontal gene transfer.
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